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RESUMEN 
M.C. José Juan Pérez Trujillo.            Fecha de titulación: Noviembre 2016  
Universidad de Nuevo León 
Facultad de Medicina.  
Título del estudio: “EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTITUMORAL  DE UN SISTEMA 
ADYUVANTE BASADO EN SEÑALES DE ENVÍO Y RETENCIÓN DE 
ANTÍGENOS EN RETÍCULO ENDOPLÁSMICO” 
 
Páginas en el estudio: 108 
Candidato para el grado de Doctor en 
Ciencias con Orientación en Morfología 
Área de estudio: Morfología 
 
Propósito y Método del Estudio:  
El desarrollo del cáncer cervical está asociado a la infección del Virus del Papiloma Humano (VPH) 
y la expresión de sus oncoproteínas E6 y E7. La generación de vacunas antitumorales ha brindado 
resultados alentadores con respuestas inmunes capaces de reducir masas tumorales in situ y 
metástasis, además de reducir la re-incidencia. Una estrategia para que las vacunas generen una 
mejor respuesta inmune específica a antígenos de tumor es el enviar dichos antígenos al retículo 
endoplásmico mediante la fusión a proteínas chaperonas residentes del orgánulo, un ejemplo es la 
calreticulina (CRT). Sin embargo, otros autores han reportado la sobreexpresión de calreticulina 
como un marcador de mal pronóstico en diversos padecimientos. Por lo cual, el propósito del estudio 
es analizar el efecto antitumoral de las vacunas de ADN basadas en el envió y retención de los 
antígenos mutantes E6 y E7 del VPH en retículo endoplásmico a través del uso de las señales SP y 
KDEL, eliminando el uso de la proteína calreticulina. Para esto, se construyeron las vacunas SP-
E6E7m-KDEL y hCRT-E6E7m, donde se comparó su eficacia de enviar los antígenos a retículo 
endoplásmico así como su capacidad de despertar una respuesta inmune específica a antígeno y 
evaluarlas en un modelo tumoral murino mediante el implante de la línea tumoral TC-1 que expresa 
las oncoproteínas E6 y E7 del VPH. Posteriormente, también se analizó la respuesta inmune 
antitumoral generada por el uso de cada señal, para lo cual se realizaron comparativas entre las 
vacunas SP-E6E7m, E6E7m-KDEL y SP-E6E7m-KDEL.  
 
Conclusiones y Contribuciones:  
Con los resultados obtenidos se logró constatar que la estrategia de envío y retención de antígenos 
en retículo endoplásmico es eficaz para generar una respuesta inmune específica en un esquema 
de vacunas de ADN, donde la inmunización con la fusión del antígeno E6E7m a SP y KDEL es capaz 
de generar un efecto antitumoral similar a la fusión a calreticulina completa, y que es necesario el 
uso de la señal de retención (KDEL) en el antígeno E6E7m enviado a retículo endoplásmico para 
obtener el máximo efecto antitumoral. La contribución con el trabajo realizado es generar el 
conocimiento de una estrategia que permita aumentar la inmunogenicidad de antígenos y 
esperaríamos que esto pueda ser aplicado en la resolución de otros tipos de enfermedades y no solo 
limitarse a lo evaluado en el modelo de cáncer cervical.  
 
 
 
 
___________________________ 
Dra. María de Jesús Loera Arias 
Directora de Tesis 
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ABSTRACT 
 
The development of cervical cancer is associated with human papillomavirus (HPV) 
infection and the expression of its E6 and E7 oncoproteins. The generation of antitumor 
vaccines has provided encouraging results with immune responses capable of reducing 
tumor masses in situ and metastasis, in addition to reducing re-incidence. One strategy for 
vaccines to generate a better immune response specific to tumor antigens is sending such 
antigens to the endoplasmic reticulum by fusing them to resident organelle chaperone 
proteins, for example, calreticulin (CRT). However, other authors have reported 
overexpression of calreticulin as a marker of poor prognosis in various conditions. 
Therefore, the purpose of the study is to analyze the antitumor effect of the DNA vaccines 
based on the sending and retention of the mutant E6 and E7 antigens of HPV in endoplasmic 
reticulum through the use of the SP and KDEL signals, eliminating the use of the calreticulin. 
For this, the SP-E6E7m-KDEL and hCRT-E6E7m vaccines were constructed, comparing their 
efficacy of sending the antigens to endoplasmic reticulum as well as their ability to elicit an 
antigen-specific immune response. Also, these vaccines were evaluated on a murine tumor 
model through Implantation of the TC-1 cells, an tumor cell line that express the HPV E6 
and E7 oncoproteins. Subsequently, the antitumor immune response generated by the use 
of each signal was analyzed by comparing the SP-E6E7m, E6E7m-KDEL and SP-E6E7m-KDEL 
vaccines. 
The results showed that the strategy of sending and retaining antigens in 
endoplasmic reticulum is effective to generate a specific immune response under a DNA 
vaccination scheme, where immunization with the fusion of E6E7m antigen to SP and KDEL 
is capable to generate an antitumor effect similar to fusion to complete calreticulin, and 
that it is necessary to use the retention signal (KDEL) on the E6E7m antigen sent to 
endoplasmic reticulum to obtain the maximum antitumor effect. The contribution of this 
study is to generate knowledge about a strategy that allows to increase the immunogenicity 
of antigens and we would hope that this can be applied for the resolution of other types of 
diseases and not only to be limited to cervical cancer. 
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INTRODUCCIÓN 
 
En la actualidad se presenta un gran número de fallecimientos por diversos tipos de 
cáncer, por lo que es necesario generar terapias que ayuden a la resolución del 
padecimiento. Actualmente los tratamientos son remoción quirúrgica del tumor, 
radioterapia y quimioterapia; sin embargo, puede generarse metástasis del cáncer hacia 
tejidos distales permitiendo el escape y persistencia de las células tumorales en el 
organismo. Aunado a lo anterior, dichas células sobrevivientes son capaces de desarrollar 
mecanismos de resistencia a los tratamientos provocando una mayor persistencia  del 
cáncer que afecta la calidad de vida del paciente. 
La respuesta inmune contra los tumores ha demostrado que es capaz de reducir 
masas tumorales in situ y la eliminación de focos tumorales durante la metástasis, además 
de generar una respuesta de memoria capaz de reducir la reincidencia. Para lograr esto es 
necesario generar vacunas capaces de despertar una respuesta inmune celular específica 
contra antígenos de tumor. Para esto, es necesario una eficiente presentación del antígeno 
al sistema inmune a través del cargado de sus epítopos al MHC-I en el retículo 
endoplásmico; sin embargo, la expresión del MHC-I se ve disminuida durante los procesos 
oncogénicos. Una estrategia que ha demostrado generar resultados prometedores es la 
fusión de los antígenos a proteínas chaperonas del retículo endoplásmico, esto bajo la 
premisa de aumentar la disponibilidad y procesamiento de los antígenos y por ende su 
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presentación por MHC-I. La calreticulina es la chaperona que ha sido mas estudiada y que 
ha generado los mejores resultados. A pesar que no se han reportado efectos adversos por 
dicha estrategia, en estudios clínicos se ha asociado la sobreexpresión de calreticulina con 
la metástasis del cáncer a tráves de sus funciones de regulación del calcio intracelular y 
motilidad celular. 
La importancia de nuestro trabajo es que determinamos que la estrategia puede 
simplificarse ya que no es necesaria la fusión de antígeno a proteínas chaperonas 
completas, eliminando así los posibles riesgos por la sobreexpresión de proteínas. En este 
trabajo se demuestra que la inmunización con el antígeno E6E7m fusionado a las señales 
de envío y retención en retículo endoplásmico obtenidas de la calreticulina humana, SP y 
KDEL, respectivamente, es capaz de generar una respuesta antitumoral similar a la obtenida 
usando la fusión del mismo antígeno a calreticulina completa. Así mismo, se determinó que 
es necesaria la señal de retención KDEL para obtener el máximo efecto antitumoral. 
Nuestro trabajo fue basado en un modelo de cáncer por VPH, sin embargo, nosotros 
esperamos que el impacto de nuestros resultados permitan colaborar y aplicar dicha 
estrategia para la mejora de respuesta inmune específica hacia otros antígenos implicados 
en diversos padecimientos. 
 
 
  
 
 
3 
ANTECEDENTES 
 
Cáncer cervical 
El cáncer cervical (CC) consiste en la formación pequeñas displasias en el epitelio del 
cuello uterino, las cuales van evolucionando lentamente de leves a severas culminando en 
una malignización de las células epiteliales generando un tumor in situ en el epitelio 
cervical. Éste último puede evolucionar a cáncer invasor cuando traspasa la membrana 
basal del epitelio haciendo metástasis a tejidos adyacentes y distales (Petignat and Roy 
2007). 
El cáncer cervical es considerado como el tercer tipo de cáncer predominante en 
mujeres a nivel mundial, y como la segunda causa de muerte por cáncer en países en vías 
de desarrollo (Jemal et al. 2011). Aproximadamente el 80% de los casos en estadios 
tempranos y un 60% en estadios avanzados, pueden ser curados utilizando cirugía para 
remoción del tumor en conjunto con quimioradioterapia. A pesar de ser un cáncer que 
puede prevenirse y ser curable en los estadios iniciales del padecimiento, sigue siendo un 
problema de salud pública en múltiples países que se encuentran en vías en desarrollo, tales 
como India, Brasil y México, entre otros. Así también, la reinicidencia del cáncer suele 
generar casos de peor pronóstico, ya que muchos de estos derivan de células que han 
sobrevivido a los tratamientos previos y que originaron resistencia a los mismos, reduciendo 
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las opciones terapéuticas y/o exponiendo al paciente a tratamientos con mayores 
reacciones adversas (Petignat and Roy 2007). 
En México los procedimientos empleados para la detección del cáncer cervical 
consisten en un análisis citológico de cérvix (tinción de Papanicolaou) y, en los casos que no 
se pueda confirmar la presencia de lesiones pre-cancerosas, se procede a solicitar pruebas 
de PCR y captura de híbridos para el Virus del Papiloma Humano como técnicas 
confirmatorias. En nuestro país se detectó que hay una cobertura ineficaz (54%) de los 
programas de detección oportuna, así como la baja participación de la población en dichos 
programas, traduciéndose en un futuro aumento en el número de casos de cáncer cervical 
(Secretaria de Salud, 2006). 
El virus del Papiloma Humano (VPH) ha sido asociado como el principal factor (más 
no como un factor determinante) involucrado en el desarrollo de displasias en el epitelio 
cervical, esto debido a que en el >98 % de los casos de cáncer cervical se ha detectado la 
presencia del virus, principalmente el VPH-16 y VPH-18, no obstante no todos los pacientes 
con VPH desarrollan cáncer. Por lo tanto, cabe recordar que el cáncer es definido como un 
padecimiento multifactorial, por lo que es necesario que se establezcan otras condiciones 
idóneas o determinantes para su desarrollo, tales como inmunosupresión, inflamación 
crónica, factores hormonales, etc (Walboomers et al. 1999; Shillitoe 2006). 
El sistema inmunológico protege al organismo de una gran gama de 
microorganismos y participa en la eliminación de células que han sufrido compromiso por 
infección o transformación oncogénica. En la actualidad se cuentan con las vacunas Gardasil 
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y Cervarix que han logrado despertar respuestas inmunes efectivas contra las partículas 
virales del VPH, evitando así la infección y el posible desarrollo de cáncer cervical. Dichas 
vacunas ya han sido aplicadas como profilaxis en la población femenina otorgando 
excelentes resultados. Por lo tanto, dichas vacunas solo son efectivas en pacientes jóvenes 
de 9-12 años principalmente, aunque el rango puede aumentar hasta jóvenes de 18 años 
que no hayan estado en contacto con el VPH; así mismo, en grupos de mayor edad no se ha 
encontrado evidencia de que su uso aporte beneficios (Baseman and Koutsky 2005; M. 
Stanley 2010).  
En la actualidad no existen vacunas terapéuticas para las personas que han sido 
infectadas por VPH y que su lesión ha degenerado en cáncer cervical. Los tratamientos que 
se utilizan actualmente para el cáncer cervical son la remoción quirúrgica del tumor, la 
radioterapia y quimioterapia, los cuales terminan siendo tratamientos que afectan la 
calidad de vida del paciente, ya que presentan una baja tasa de éxito y en muchos casos se 
sufre de recaídas a corto plazo, fluctuando de 10% hasta un 72% según la población y los 
factores de riesgos (Peiretti et al. 2012). Por lo que es ideal el desarrollo de  una vacuna 
terapéutica que genere una respuesta inmune sistémica que elimine la infección y células 
tumorales, incluso en los casos de metástasis.  
 
Virus del Papiloma Humano 
El Virus del Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomavirus que 
consiste en virus no envueltos de doble cadena de ADN circular. Esta familia de virus infecta 
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a un amplio espectro de mamíferos incluyendo al hombre; sin embargo, también se ha 
reportado su presencia en aves, tortugas y serpientes (Lange et al. 2011). 
Actualmente se han descrito más de 180 tipos de Papilomavirus distribuidos en 29 
géneros, de los cuales 120 son aislados de humanos. La clasificación filogenética de los tipos 
de Papilomavirus está basada en las regiones altamente conservadas del gen L1, y en los 
casos en que se presenta una diferencia >10% se considera un nuevo tipo viral (Bernard et 
al. 2010). Así también, los Papilomavirus se clasifican en su tropismo al epitelio que infecten, 
ya sea cutáneo (manos, pies) o mucoso (garganta, tracto respiratorio, zona anogenital), 
siendo estos últimos los de mayor relevancia clínica ya que son los que han demostrado 
mayor capacidad oncogénica (Walboomers et al. 1999).  
Para la infección por VPH es necesario que la partícula viral infecte a los 
queratinocitos en la capa basal del epitelio escamoso manteniendo su genoma de forma 
episomal en el núcleo y dependiente del ciclo de diferenciación de la célula. La replicación 
viral se va generando conforme avanza la diferenciación de la epidermis hasta liberar la 
progenia viral tras la descamación de los queratinocitos. Sin embargo, en ocasiones el 
genoma viral se integra en la célula hospedera generando pequeñas masas tumorales 
benignas (verrugas); no obstante, éstas pueden posteriormente progresar en tumores 
malignos  (Münger et al. 2004). 
Los primeros indicios de la posible capacidad oncogénica de VPH fueron registrados 
para el tipo 16  (Dürst et al. 1983), y el tipo 18 (Boshart et al. 1984). Esto fue obtenido a 
través de estudios retrospectivos en biopsias tumorales de cáncer cervical, dando como 
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resultado una clasificación de tipos de VPH bajo y alto riesgo tumoral. Los  tipos de VPH 
catalogados como de alto riesgo oncogénico son el 16, 18, 31, 33, 39, 45, 52, y 58 
(Walboomers et al. 1999). 
El genoma del VPH está conformado por alrededor de 8 kb, y se divide en tres 
regiones no codificante, temprana y tardía (Zheng and Baker 2006). En la figura 1 se muestra 
la organización del genoma viral y a continuación se describen cada una de estas regiones: 
 Región no codificante: es una región de alrededor de 800 pb también conocida como 
región larga de control o región reguladora (LCR y URR, respectivamente, por sus 
siglas en inglés), esto debido a que en ella se encuentran secuencias promotoras, 
potenciadoras y silenciadoras. 
 Región temprana: se encuentra conformada por el marco abierto de lectura (ORF, 
por sus siglas en ingles) de las proteínas E1, E2, E4, E5, E6 y E7. Estas proteínas son 
las primeras en expresarse durante la infección, de ahí la denominación E (por 
͞eaƌlǇ͟, del inglés) o tempranas. También se ha denominado ORF para E3 y E8; sin 
embargo, solo se han detectado estos marcos de lectura en ciertos tipos de VPH 
(Han et al. 1998). 
 Región tardía: la conforman los ORF para las proteínas estructurales L1 y L2 de la 
ĐĄpside del ǀiƌus. De igual ŵaŶeƌa, la deŶoŵiŶaĐióŶ L deƌiǀa de ͞Late͟ (del inglés) o 
tardía esto debido a que la expresión de estos genes ocurre en las últimas capas del 
epitelio cervical previo a la liberación de la progenia viral. 
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Figura 1. Organización del genoma del VPH. El genoma del Virus del Papiloma Humano se encuentra dividido 
en 3 regiones: URR, genes tempranos (E) y genes tardíos (L).  
 
Malignización celular por VPH 
Tras la infección por VPH en los queratinocitos basales del epitelio cervical se inicia 
la expresión y funcionamiento de las proteínas tempranas (E). Las funciones de las proteínas 
E1 y E2 son la replicación del genoma viral y la regulación temprana de  la transcripción, 
mientras que E4 está involucrada en el colapso de los filamentos intermedios de 
citoqueratina produciendo perturbaciones en la morfología e integridad del epitelio y E5 
aumenta la tasa de proliferación de la célula hospedera. Sin embargo, las proteínas virales 
E6 y E7 son las principales responsables de la transformación celular mediante la 
inactivación de las proteínas supresoras de tumor, p53 y pRb, respectivamente. 
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Posteriormente, conforme las queratinocitos se acercan a la periferia del epitelio cervical 
se inicia la expresión de las proteínas virales L1 y L2, las cuales son las proteínas 
estructurales que forman la cápside de la partícula viral (Figura 2). Durante la infección se 
desarrollan pequeñas lesiones benignas (verrugas) debido a que el ciclo viral se encuentra 
regulado y el genoma viral se encuentra extracromosomal; no obstante, dichas lesiones 
pueden degenerar en la malignización de las células afectadas como resultado de una 
desregulación del ciclo viral por factores aún no elucidados (Zheng and Baker 2006).  
Se ha reportado que en algunas ocasiones el genoma viral se llega a integrar al 
genoma de la célula, y que durante dicho proceso el gen E2 es escindido provocando la 
desregulación en los ciclos de transcripción de E6 y E7 induciendo la transformación celular 
y pequeñas lesiones tumorales malignas (Demeret et al. 1997). Inclusive al gen E2 se le ha 
atribuido funciones de gen supresor de tumores por la función previamente mencionada, 
así como la función apoptótica tras su sobreexpresión en estudios in vitro (Bellanger et al. 
2011). A pesar que el proceso específico para la formación de células malignizadas por VPH 
no es del todo conocido, se ha descrito a E6 y E7 como las principales proteínas con 
propiedades oncogénicas responsables de la formación del cáncer cervical (Walboomers et 
al. 1999).  
 
 
10 
 
Figura 2. Expresión de genes del VPH durante infección productiva. En la imagen se muestra el patrón de 
expresión de los genes virales conforme progresa la infección desde los queratinocitos basales (Egawa et al. 
2015). 
 
Oncoproteínas E6 y E7 del VPH 
La mayoría de los estudios en la transformación celular por E6 y E7 se enfocan en los 
VPH de alto riesgo (principalmente VPH-16 y VPH-18), ya que dicha clasificación está basada 
en la avidez y actividad de estas proteínas para con sus respectivos ligandos, los genes 
supresores de tumor p53 y pRb, respectivamente. La inmortalización de las células no 
implica su malignización ya que éstas no presentan la capacidad de formar tumores en 
murinos desnudos; sin embargo, conforme avanzan el número de divisiones de las células 
afectadas es probable que se presente una acumulación de mutaciones y activación de 
oncogenes que culminen en la formación de tumores malignos (Mantovani and Banks 
2001). 
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La oncoproteína E6 está compuesta por 151 aminoácidos y contiene dos motivos de 
dedos de zinc, Cys-X-X-Cys en su estructura. Se descubrió que dicha proteína tiene la 
capacidad de inmortalizar diversas líneas celulares y que dicha acción era dependiente de 
la conservación de las cisteínas Cys-66 y Cys-136 presentes en dichos motivos. El mecanismo 
de acción de E6 es mediante la unión al extremo N-terminal de la ligasa E6AP, dicho 
complejo es capaz de ubiquitinizar a p53 enviándola a su degradación por proteosoma. A 
pesar que la capacidad transformante de E6 es relativamente baja (al ser comparada con 
E7) y que es dependiente de la co-expresión de otros oncogenes, ha sido catalogada como 
un factor importante en el desarrollo de cáncer cervical. Así mismo, se determinó que E6 
de VPH-16 presentaba mayor interacción con p53 que los VPH de bajo riesgo, e inclusive 
que el VPH-18 (Elbel et al. 1997; Mantovani and Banks 2001). 
Por otro lado, la oncoproteína E7 es la principal responsable de la capacidad 
transformante, y es el atributo de mayor importancia en la clasificación de los tipos de VPH 
de alto riesgo. Tiene una longitud aproximada de 98 aminoácidos, y presenta un motivo de 
Cys-X-X-Cys para su interacción con el ADN siendo capaz de transformar líneas celulares. Su 
mecanismo de acción se inicia tras la unión de E7 con la proteína retinoblastoma (pRb), la 
cual es ubiquitinizada y posteriormente degradada por proteosoma, provocando la 
liberación del factor de transcripción E2F y por ende el avance del ciclo celular (Boyer, 
Wazer, and Band 1996). También se ha reportado que E7 es capaz de desestabilizar los 
centrómeros de los cromosomas durante la división mitótica, aumentando la inestabilidad 
del genoma y las posibles mutaciones que conlleven a la malignización celular (Duensing et 
al. 2000). 
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Figura 3. Proceso de malignización celular por las oncoproteínas E6 y E7 del VPH. Se muestran las 
interacciónes de E6 y E7 y los procesos celulares que conllevan al cáncer cervical ;͞OŶĐogeŶiĐ áĐtiǀitǇ of HPV 
Genes << Group for Cancer Development and Progression Division of Virology << National Cancer Center 
ReseaƌĐh IŶstitute͟ ϮϬϭϲͿ. 
 
Respuesta inmune contra VPH 
La infección por VPH comúnmente se inicia en los queratinocitos de las capas basales 
del epitelio cervical; sin embargo, también puede darse la infección en tejidos ajenos al área 
genital como en la región orofaríngea (Garland 2015). Los queratinocitos son catalogados 
como presentadores no profesionales de antígeno, ya que estos no son capaces de expresar 
moléculas coestimuladoras como CD80, CD86, ICAM-1 así como el MHC-II (Steele et al. 
2002); sin embargo, estos representan el primer frente para la activación de la respuesta 
inmune para la eliminación del VPH a través de la producción de citocinas proinflamatorias 
como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) e Interferón gama (IFN-γͿ, así como 
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quimioatrayentes (CXCL9), inhibiendo la replicación viral y estimulando la migración de 
leucocitos al sitio de infección para la eliminación del virus.  
Durante la infección viral se presenta una disminución en la expresión de proteínas 
celulares como el MHC-I expresado en membrana de todas las células, esto convierte a las 
células infectadas en blancos para la actividad de los linfocitos asesinos naturales (NK, por 
sus siglas en inglés). Estos linfocitos reconocen al MHC-I a través del receptor inhibidor de 
muerte (KIR, por sus siglas en inglés), y dicha interacción impide la activación de las 
funciones citotóxicas de dichos linfocitos, por lo que una disminución en la expresión de 
MHC-l en células infectadas desencadenaría la destrucción de la misma por actividad de los 
linfocitos NK. Otros participantes son las células de Langerhans, éstas derivan de una 
población de células dendríticas que se distribuyen a lo largo de la epidermis sobre las capas 
de los queratinocitos en proliferación. Durante la infección por VPH, las células de 
Langerhans obtienen los antígenos virales a través de la fagocitosis de partículas virales y 
residuos de queratinocitos infectados los cuales son procesados por distintas rutas 
proteolíticas para obtener los epítopos que son presentados a los efectores de la respuesta 
inmune adaptativa a través del MHC-I y MHC-II (Lehtinen et al. 1993; Orange 2002; Amador-
Molina et al. 2013). 
 
Respuesta inmune humoral contra VPH 
La respuesta inmune humoral participa a través de la neutralización de las partículas 
virales del VPH por anticuerpos IgG específicos a las proteínas estructurales L1 y L2 
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impidiendo así la entrada del virus en la célula, siendo la proteína L1 la que presenta una 
mayor inmunogenicidad y la cual, tras haber sido opsonizada con anticuerpos, es fagocitada 
y destruida por el sistema inmune (M. Stanley 2010). A pesar de que este tipo de respuesta 
es una barrera rápida y especifica ante una reinfección contra VPH, presenta el 
inconveniente que no puede eliminar aquellos virus que ya han ingresado a la célula, dentro 
de las cuales el virus entra en un estado latente a través de la inserción del genoma viral en 
el genoma de la célula convirtiéndola en un reservorio, lo cual eventualmente puede 
provocar una alteración en su ciclo celular por acción de las oncoproteínas E6 y E7, 
generando el proceso de malignización celular.  
 
Respuesta inmune celular contra VPH 
La respuesta inmune celular es la principal responsable de la eliminación de las 
células que han sido infectadas por el virus y que han desarrollado evasión a la respuesta 
innata de los linfocitos NK. Los principales efectores de la respuesta inmune celular son los 
linfocitos T citotóxicos (CTLs, por sus siglas en inglés) que expresan en su membrana el 
marcador CD8+, y los linfocitos T cooperadores (TH, por sus siglas en inglés) que expresan 
el marcador CD4+. Este tipo de respuesta es eficaz, ya que evita o disminuye la gravedad de 
una infección así como el tiempo de resolución. Cuando el organismo reconoce por primera 
vez al antígeno tarda de 4-5 días en montar dicha respuesta, pero una vez creada se genera 
una memoria inmunológica para evitar futuras reinfecciones. 
Los linfocitos T CD8+ son los encargados de reconocer y eliminar las células que han 
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sido infectadas o comprometidas por el VPH. El proceso inicia con el acoplamiento entre el 
receptor de los linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés) y la molécula CD8 con el MHC-I de 
la célula, después se realiza el reconocimiento del epítopo cargado en el MHC-I. En caso de 
que éste epitopo sea reconocido como extraño o no propio se inicia una producción de IFN-
γ e IL-2 generando así un estado antivírico y una expansión clonal y reordenamiento en el 
genoma de los linfocitos T CD8+ para crear TCR específicos al epítopo. Posteriormente, 
estos linfocitos pasan a circulación sistémica en la búsqueda de células que presenten dicho 
epítopo, y todas aquellas que lo presenten serán lisadas por acción de las granzimas y 
perforinas liberadas por los linfocitos T CD8+.  
En la infección por VPH, los queratinocitos que se encuentran en etapa de 
producción de las proteínas tempranas (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) son los principales blancos 
para la respuesta inmune celular debido a ser reservorios celulares ricos en antígenos 
virales. Por otro lado, los queratinocitos que se encuentran en la etapa de expresión de las 
proteínas tardías (L1 y L2) generalmente son lisados por el proceso de descamación así 
como por la salida de partículas virales disminuyendo la oportunidad de su reconocimiento 
por los linfocitos T CD8+. En el cáncer cervical, las células transformadas se encuentran 
expresando constitutivamente las oncoproteínas E6 y E7 para el mantenimiento de la 
malignización, convirtiéndola en un blanco para la respuesta inmune celular. Por lo anterior, 
el desarrollo de vacunas que generen dicha respuesta inmune se enfocan en el uso de las 
proteínas E6 y E7 del VPH (Malejczyk, Majewski, aŶd Jaďłońska ϭϵϵϳ; CheŶg et al. ϮϬϬϯ; M. 
Stanley 2010). 
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Figura 4. Respuesta citotóxica por linfocitos T CD8+ mediante reconocimiento del MHC-I. Se muestra la 
actividad citotóxica de linfocitos T CD8+ activada por la presentación de epítopos extraños en MHC-I. 
 
Por otro lado, los linfocitos T CD4+ son aquellos encargados en la producción de 
citocinas que cooperan o regulan la respuesta inmune generada. En base a la naturaleza de 
las citocinas producidas se dividen en linfocitos Th1 y Th2;  los primeros producen citocinas 
proinflamatorias para la activación de la respuesta inmune celular, mientras que los 
segundos producen citocinas antiinflamatorias que regulan o inhiben la respuesta inmune 
celular. Durante una infección de VPH, la principal función de linfocitos T CD4+ es la 
producción de citocinas proinflamatorias (Th1) para apoyar en la activación y funciones 
citotóxicas de los linfocitos T CD8+ para la eliminación de las células infectadas o 
malignizadas. Debido a esto, en el diseño de vacunas contra el cáncer cervical por VPH se 
busca que éstas sean capaces de generar una respuesta inmune Th1 que prevalezca sobre 
la respuesta Th2 que se genere (Pardoll and Topalian 1998; Steele et al. 2002).  
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Por consiguiente, una respuesta inmune ideal contra VPH sería aquella que genere 
una inmunidad humoral que produzca anticuerpos capaces de neutralizar las partículas 
virales para prevenir su entrada a las células, y una inmunidad celular que sea capaz de 
generar células citotóxicas que reconozcan y destruyan aquellas células infectadas o 
transformadas, así como células cooperadoras que favorezcan la función de las células 
citotóxicas.  
 
Presentación de antígenos por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) es un 
componente esencial en la generación de una respuesta inmune específica, donde su 
función reside en presentar pequeños péptidos a los linfocitos, proceso que se conoce como 
presentación de antígenos. Estos péptidos son conocidos como epítopos y son productos 
de la degradación enzimática de proteínas extrañas (de los microorganismos que hayan 
ingresado en la célula o proteínas aberrantes producto de la transformación celular), así 
como de proteínas propias de la célula que han sido degradadas por el mantenimiento, 
reordenamiento y reciclaje de componentes celulares. Debido a que el MHC presentan 
tanto epítopos propios como no propios, son los linfocitos los responsables en discernir 
cuando debe despertarse una respuesta inmune o cuando no.  
El MCH se divide en dos tipos: I y II, donde ambos coinciden en la función de 
presentación de antígenos, aunque su expresión está restringida a diferentes células que a 
continuación se mencionará (Neefjes et al. 2011). El MHC-I se encuentra constituido por 
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dos subunidades, uŶa ĐadeŶa α con 3 dominios ;αϭ, αϮ, αϯͿ Ǉ la subunidad β2-
ŵiĐƌogloďuliŶa. DeŶtƌo del doŵiŶo αϭ Ǉ αϮ se aĐopla un epítopo de 8 a 9 aminoácidos que 
será presentado, mientras que el dominio αϯ corresponde a la fracción transmembranal 
Ƌue aŶĐla la ĐadeŶa α en la membrana celular. Esta molécula se sintetiza en el retículo 
endoplásmico, la cual durante su plegamiento requiere la adición del epítopo para que sea 
estabilizada y enviada hacia la superficie celular. Los epítopos presentados por MHC-I son 
productos de la degradación de proteínas por el proteosoma incluyendo aquellos derivados 
de la degradación asociada a retículo endoplásmico, y de los productos ribosomales 
defectuosos (ERAD y DRiPs, respectivamente). Éstos péptidos generados entran al retículo 
endoplásmico a través del sistema de trasnportadores asociados al procesamiento de 
antígenos (Tap-1 y Tap-2, por sus siglas en inglés) para posteriormente ser cargados al MHC-
I con la ayuda de proteínas chaperonas, como la calreticulina. El MHC-I se presenta en todas 
las células nucleadas del organismo y es reconocido por el TCR de los linfocitos T CD8+, por 
lo que todas las células (con excepción de los eritrocitos) se encuentran bajo un proceso 
denominado vigilancia inmunológica por los linfocitos, y en caso de detectarse epítopos no 
propios se genera una respuesta inmune celular que culmina con la destrucción de la célula 
afectada ;MalejĐzǇk, Majeǁski, aŶd Jaďłońska ϭϵϵϳ; Neefjes et al. ϮϬϭϭͿ.  
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Figura  5. Cargado de epítopos al MHC-I. Se muestra como los pequeños péptidos derivados de diversas vías 
de degradación entran a retículo endoplásmico para ser cargados al MHC-I. 
 
El MHC-II se ĐoŶstituǇe de dos ĐadeŶas, α Ǉ β, doŶde Đada uŶa ĐoŶtieŶe Ϯ doŵiŶios, 
αϭ-αϮ Ǉ βϭ-βϮ, ƌespeĐtiǀaŵeŶte. Los doŵiŶios αϮ Ǉ βϮ soŶ las fƌaĐĐioŶes tƌaŶsŵeŵďƌaŶales 
que anclan las cadenas a la membrana celular, mientas que en la región central entre αϭ Ǉ 
βϭ corresponde a la zona donde se carga el epítopo de 9-12 aminoácidos. Este complejo es 
expresado solamente en las células presentadoras de antígeno (CPAs), principalmente 
células dendríticas y macrófagos, cuya función primordial es la fagocitosis e hidrólisis de 
cuerpos extraños, residuos celulares, proteínas intersticiales, etc.  También se expresa en 
los linfocitos B, pero estos presentan una actividad fagocítica menor (Roche and Furuta 
2015). Esta molécula también es sintetizada en el retículo endoplásmico; sin embargo, 
durante su síntesis se coloca un péptido denominado cadena invariante (CLIP) eŶtƌe αϭ Ǉ 
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βϭ para estabilizar el MHC-II y promover su salida del retículo endoplásmico y 
posteriormente ubicarla en la cara interna de las membranas del endosoma. Después, el 
endosoma se fusiona con fagosomas hidrolizando todo su contenido y los pequeños 
péptidos generados por la hidrolisis sustituyen las cadenas CLIP de los MHC-II para 
posteriormente ser enviados a la superficie celular. Finalmente, el MHC-II es reconocido por 
el TCR los linfocitos T CD4+ los cuales liberan citocinas para cooperar o inhibir una respuesta 
inmune, donde dicha respuesta depende del epítopo y del microambiente extracelular 
generado por las señales de las células vecinas. Por lo tanto, los péptidos presentados por 
el MHC-II generalmente son obtenidos del espacio extracelular, a diferencia del MHC-I que 
son derivados de proteínas intracelulares. Sin embargo, se ha descrito que antígenos 
extracelulares pueden ser presentados por MHC-I a través de un proceso conocido como 
presentación cruzada de antígeno, induciendo así una activación de una respuesta inmune 
celular cooperadora y citotóxica (Neefjes et al. 2011; Roche and Furuta 2015). 
 
Mecanismos de evasión a la presentación de antígenos por el VPH 
A pesar de los múltiples mecanismos de defensa descritos, la infección por VPH 
puede persistir en el organismo y degenerar en un proceso de malignización celular a través 
de diversos factores, tales como un estado inmunocomprometido, reinfecciones 
frecuentes, tipo viral e integración genómica del VPH (Duensing et al. 2000). Dentro de la 
evasión a la respuesta inmune innata se ha reportado que en pacientes que presentan 
recurrentes infecciones por VPH presentan una disminución del número y actividad de los 
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linfocitos NK (Malejczyk et al. 1989). En un estudio in vitro se determinó que la proteína E5 
es capaz de disminuir la expresión de C1d, una molécula relacionada a la familia de MHC-I 
con capacidad de presentar antígenos lipídicos extracelulares que activan a células NK y 
linfocitos, inhibiendo así la activación del sistema inmune (Miura et al. 2010).  
Otra característica del VPH que permite la evasión a la respuesta inmune es la 
infección lisogénica, ya que el genoma viral integrado en los queratinocitos se mantiene 
expresando en bajas cantidades las proteínas tempranas (siempre y cuando no se presente 
una disrupción del gen regulador E2) y solamente entra en vía lítica al expresar las proteínas 
tardías en las últimas capas del epitelio cervical, lo cual generalmente ocurre hasta 3 
semanas después de la infección inicial. Esto permite que la captura de partículas virales y 
presentación de antígenos sea mínima en etapas tempranas de la infección favoreciendo 
así el escape a la respuesta inmune (M. A. Stanley 2012).  
Aunado a lo anterior, se ha detectado que aquellas células que han sido infectadas, 
y principalmente aquellas que han sido malignizadas por VPH, presentan una reducción en 
la expresión de MHC-I, sub-unidades LMP-2 y 7 del proteosoma, y las proteínas 
transportadoras de antígenos Tap-1 Y Tap-2 (Kanodia, Fahey, and Kast 2007). En células 
sanas se ha reportado que de cada 1000 proteínas degradadas solamente un péptido es 
presentado por el MHC-I (Yewdell 2001), por lo que la reducción de la expresión  de 
moléculas involucradas en la degradación y presentación de antígenos por la infección con 
VPH supondría una mayor dificultad para despertar una respuesta inmune específica contra 
el virus. Debido a lo anterior, una estrategia para generar una efectiva respuesta inmune 
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contra las células infectadas por el VPH es buscar eliminar estos obstáculos mediante el 
aumento de la presentación de antígenos y la generación de una mayor sensibilización 
específica al antígeno para reconocer células afectadas por la subexpresión del MHC-I y las 
señales coestimuladoras.  
 
Vacunas en la actualidad contra VPH y cáncer cervical 
En la actualidad se comercializan las vacunas Gardasil y Cervarix, las cuales ya han 
sido distribuidas principalmente en la población femenina menor de 12 años. Estas vacunas 
están enfocadas en la generación de anticuerpos neutralizantes contra la proteína tardía L1 
siendo capaces de opsonizar las partículas virales y de prevenir su entrada en la célula. Estas 
vacunas fueron desarrolladas en base al VPH-16 y VPH-18 por ser de alto riesgo oncogénico, 
y han demostrado poseer niveles altos de protección contra las partículas virales. Sin 
embargo, estas vacunas son profilácticas ya que solo previenen la entrada del virus en la 
célula, por lo que son funcionales principalmente en la población joven que no ha estado 
en contacto con el VPH. Aun así, dichas vacunas han demostrado efectos promisorios al 
disminuir los niveles de infección por VPH y se espera que esto se traduzca en el futuro en 
una reducción en el número de casos de cáncer cervical de la futura población adulta (M. 
Stanley 2010). 
La vacuna Gardasil (Merck & Co., Inc) es una vacuna tetravalente dirigida contra los 
tipos de VPH 6, 11, 16 y 18, mientras que Gardasil 9 es nonavalente, ya que protege contra 
los tipos mencionados anteriormente así como los tipos de 31, 33, 45, 52 y 58. Por otro 
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lado, la vacuna Cervarix es bivalente ya que está dirigida contra los tipos 16 y 18 por ser los 
virus de mayor potencial oncogénico. Estas vacunas se basan en el uso de partículas 
similares a virus (VLP, por sus siglas en inglés) formuladas en base a la proteína tardía L1, y 
su administración es vía intramuscular con 3 dosis distribuidas en 6 meses (Schiller, 
Castellsagué, and Garland 2012; Draper et al. 2013). 
Actualmente no hay vacunas que controlen los reservorios virales durante una 
infección activa con VPH, así como para el cáncer cervical originado a raíz de la 
transformación celular por la integración y desregulación del genoma viral. Entre los 
principales objetivos en el desarrollo de vacunas terapéuticas es que sean capaces de 
generar una respuesta inmune citotóxica capaz de eliminar las células infectadas y 
malignizadas y que además, tras la resolución, sean capaces de generar una respuesta 
inmune de memoria eficaz. También se espera que dicha respuesta inmune sea controlada, 
esto quiere decir que solo sea reactiva para VPH con un daño mínimo a células no 
infectadas/malignizadas, y que una vez que haya sido eliminada la infección vuelva al estado 
de memoria inmune latente. 
 
Vacunas con versiones no oncogénicas de E6 y E7 
Dentro de los antígenos de mayor importancia terapéutica destacan las proteínas E6 
y E7 del VPH por su potencial oncogénico y su rol en el inicio y mantenimiento de la 
malignidad celular; además que éstas al expresarse constitutivamente en las células 
infectadas y en las malignizadas han sido catalogadas como antígenos asociados a tumor 
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(AAT) (Shillitoe 2006). En base a lo anterior, Wu y colaboradores desarrollaron la línea 
tumoral TC-1, la cual deriva de células epiteliales de pulmón de murinos de la cepa C57BL/6 
transformadas con los genes E6 y E7 del VPH-16 y con el oncogen ras (Lin et al. 1996). Este 
modelo de cáncer in vivo ha sido ampliamente utilizado para evaluar vacunas y 
quimioterapias contra tumores generados por VPH (Cheng et al. 2001; Kim et al. 2004; 
Amine et al. 2009; Loera-Arias et al. 2010; Chen et al. 2014).  
El utilizar antígenos completos representa la ventaja de eliminar la restricción de 
epítopos para los distintos polimorfismos de MHC presentes en la población; sin embargo, 
el uso de las formas completas y nativas de E6 y E7 representa un riesgo latente oncogénico 
(Ms and R 1989; Wazer et al. 1995). Aunado a esto, se ha reportado que E6 y E7 presentan 
una inmunogenicidad baja siendo necesario el uso de adyuvantes, tales como el adyuvante 
de Freund (Li et al. 2010), siendo una estrategia no viable para su uso en humanos. Por todo 
lo anterior, se ha realizado el desarrollo de variantes no oncogénicas de E6 y E7 para 
eliminar dichas desventajas (Chen et al. 2014); además, se ha buscado el diseño de vacunas 
y estrategias de inmunización que mejoren la respuesta obtenida y puedan ser aplicadas en 
la población (Yang et al. 2016). 
Una estrategia para lograrlo es insertar mutaciones puntuales en los sitios activos 
de unión a zinc con la finalidad de irrumpir la actividad oncogénica de E6 y E7. En base a 
esto, se evaluó el efecto de las mutaciones de las cisteínas 66 y/o 136 por glicinas en E6 
registrándose una incapacidad de transformar la línea COS-1, y además se detectó que la 
versión mutante tenía una menor presencia en núcleo y en el número de células en 
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comparación a la versión nativa, indicando que dicha proteína era más inestable y 
susceptible a degradación (Kanda et al. 1991). Así mismo, en otro reporte se menciona la 
importancia de las cisteínas 66 y 106 (y en segundo término el triptófano 132) al ser 
esenciales para inducir la degradación de p53 por el proteosoma (Dalal et al. 1996). 
Esta técnica de eliminación de sitios activos a través de mutaciones puntuales 
también fue evaluada para E7, consistiendo en la sustitución de las cisteínas 58 y 91 por 
glicinas, también era capaz de eliminar el potencial oncogénico, y que además al inmunizar 
con E7 mutante se obtenía una mejor respuesta inmune celular detectando un aumento 
significativo de linfocitos T CD8+ específicos en comparación al uso de la E7 nativa. Lo 
anterior se le atribuyó a que la E7 mutante, al ser más inestable, era más fácilmente 
degradada y por consiguiente había un aumento de epítopos disponibles para ser cargados 
al MHC-I (W. Shi et al. 1999). Sin embargo, cabe recordar que E7 aún puede unirse a pRB ya 
que sus sitios de unión no han sido mutados (aminoácidos del 21-24); sin embargo, el efecto 
oncogénico solo se presenta tras la disrupción de pRb/E2F por acción del dedo de zinc en 
forma nativa, por lo que eliminando dichos aminoácidos supondría una proteína E7 
mutante más segura (Münger et al. 2004). 
En base a lo anterior se han desarrollado estrategias involucrando el uso de 
versiones mutantes de E6 y E7 (Loera-Arias et al. 2010; Wieking et al. 2012; Chen et al. 
2014). Para el presente trabajo nos enfocamos en la sustitución de las cisteínas por glicinas 
de los aminoácidos 63 y 106 para E6; así como el 58 y 61 para E7, donde además a esta 
última se le realizó una deleción de los aminoácidos 21 al 24.  
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Fusión de antígenos a Calreticulina para potenciar la respuesta inmune 
Una estrategia para aumentar la inmunogenicidad de antígenos asociados a tumor 
ha sido la fusión de estos a proteínas que los dirijan a diferentes organelos. Esto fue 
demostrado por Wu y colaboradores, donde la fusión de E7 a proteínas chaperonas de 
retículo endoplásmico promovía la expresión de E7 en este organelo. Dentro las proteínas 
chaperonas evaluadas, fue la calreticulina de conejo la que presentó un mayor efecto 
antitumoral, y ha sido ampliamente estudiada en fusión con los antígenos E6 y E7 del VPH 
(Cheng et al. 2001; Kim et al. 2004; Peng et al. 2005; Chen et al. 2014). 
La calreticulina (CRT) es una proteína chaperona que reside dentro del retículo 
endoplásmico, la cual está íntimamente relacionada al complejo de carga de antígenos al 
MHC-I (PLC, por sus siglas en inglés), siendo copartícipe con las proteínas TAP 1 y TAP2, la 
tapasina, ERp57 y calnexina. Entre otras de las funciones de la calreticulina está el regular 
el nivel citosólico de Ca+2 y el ser una señal en células pro-apoptóticas para que sean 
fagocitadas y eliminadas del organismo generando el concepto denominado como muerte 
inmunogénica. Debido a que la mayoría de sus funciones se desarrollan dentro el retículo 
endoplásmico, la calreticulina presenta una secuencia de péptido señal (SP) en su extremo 
amino terminal que la envía a dicho orgánulo, mientras que en el extremo carboxilo 
terminal presenta una señal de 4 aminoácidos (KDEL) que la retiene en el retículo 
endoplásmico (Sönnichsen et al. 1994; Gelebart, Opas, and Michalak 2005). 
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Figura 6. Chaperonas del complejo de carga de antígenos para MHC-I. En la imagen se muestran las 
principales chaperonas participantes en la carga de epítopos en el MHC-I, dentro de los cuales se encuentra 
la calreticulina (Imagen tomada de Jean-Simon Fortin). 
 
Hay diversas hipótesis relacionadas con el mecanismo de acción que está 
participando en la mejora de la respuesta inmune observada al fusionar antígenos a 
calreticulina, uno de estos es la función propia de la calreticulina y su participación en la 
carga de epítopos en MHC-I, ya que pudiese estar mejorando el procesamiento de los 
mismos; además, cabe recordar que la expresión del antígeno se lleva a cabo  dentro del 
retículo endoplásmico generando posiblemente una mayor disponibilidad para 
presentación del antígeno por MHC-I (Cheng et al. 2001).  
En los últimos años la sobreexpresión de calreticulina ha sido asociada con ciertos 
tipos de cáncer metastásicos, esto debido a las funciones en regulación de Ca+2 citosólico 
y su participación indirecta en la motilidad celular (Zamanian et al. 2013; F. Shi et al. 2014; 
Zamanian et al. 2016). Mientras que en otros reportes describen casos de autoinmunidad 
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contra la calreticulina por posibles sobrerreacción del sistema inmune (Eggleton and 
Llewellyn 1999; Sontheimer et al. 2003; Holoshitz, De Almeida, and Ling 2010). Por lo 
anterior, es necesario el desarrollo de estrategias más seguras que no impliquen la sobre-
expresión de proteínas exógenas.  
 
Sistema adyuvante basado en el envío de antígenos a retículo endoplásmico 
Nuestro grupo de trabajo también ha empleado la fusión de E7 con calreticulina, la 
cual fue evaluada bajo un sistema de inmunización con adenovirus obteniendo como 
resultado una mejora de la respuesta antitumoral (Gomez-Gutierrez et al. 2007). Sin 
embargo, con la finalidad de eliminar el uso de la calreticulina, se decidió analizar si la fusión 
del antígeno E7 a las señales de envío y retención de la calreticulina humana podría conferir 
una protección antitumoral. Para lo anterior, se realizó una construcción adenoviral del 
antígeno E7 con la señal SP en su extremo amino terminal y señal KDEL en su extremo 
carboxilo terminal, la cual al ser analizada por inmunofluorescencia se detectó que E7 se 
localizaba en retículo endoplásmico, y que la inmunización con dicha construcción era capaz 
de conferir un efecto antitumoral profiláctico equivalente al obtenido por CRT-E7 (Loera-
Arias et al. 2010). Con estos resultados se demostró que el envío y retención de antígenos 
en retículo endoplásmico mediante el uso de las señales SP y KDEL es capaz de generar una 
respuesta antitumoral.  
Se ha reportado que el envío de epítopos inmunogénicos al retículo endoplásmico 
mediante la fusión a un péptido señal es capaz de generar un aumento en la presentación 
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de dicho epítopo (Anderson et al. 1991; Leifert et al. 2004; Kovjazin and Carmon 2014). Así 
también, un reporte indicó que el uso de KDEL en antígenos exógenos aumentaba su 
cargado en el MHC-I (Wang et al. 2004). Sin embargo, muchas de estas estrategias están 
basadas en fusión de epítopos cortos restringidos a ciertos MHC poblacionales. 
Debido a los múltiples reportes que validan el uso de señales de SP para la mejora 
de la respuesta antitumoral, en el presente trabajo decidimos analizar el impacto del uso 
de la señal KDEL en la estrategia planteada por nuestro equipo de trabajo. En las estrategias 
que utilizan solamente SP, el antígeno es enviado a retículo endoplásmico, sin embargo, 
éste es ingresado a la vía secretora y por ende hay una subsecuente salida hacia el espacio 
extracelular. Debido a que la señal KDEL promueve la retención de las proteínas en retículo 
endoplásmico, nuestra estrategia se basa en la premisa que dicha retención es necesaria 
para aumentar la estadía del antígeno en el retículo endoplásmico y de esta manera 
aumentar probabilidad de procesamiento del antígeno para la vía de MHC-I (Figura 7).  
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Figura 7. Diagrama de flujo de proteína con señal SP o SP-KDEL. En la imagen se plantea la posible ruta de 
una proteína al presentar SP en extremo amino o al presentar SP y KDEL en el extremo amino terminal y 
carboxilo terminal, respectivamente. 
 
Inmunización con ADN por biobalística 
La inmunización con ADN consiste en la inyección directa intramuscular o 
subcutánea con plásmidos codificantes para el antígeno de interés, los cuales tras ingresar 
a las células expresan el gen clonado. Ésta expresión origina proteínas intracelulares 
generando una mayor proporción de presentación del antígeno por MHC-I y por ende la 
inducción de una respuesta inmune celular. Sin embargo, también se puede presentar por 
MHC-II debido a la fagocitosis de remanentes celulares con el antígeno, o inclusive el 
antígeno presente en líquido extracelular derivado por la secreción activa de células 
transfectadas. En ensayos se ha validado que las vacunas de ADN son capaces de generar 
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niveles de protección altos mediante la estimulación de anticuerpos así como componentes 
de la inmunidad celular (Garmory, Brown, and Titball 2003; Ferraro et al. 2011). 
Los plásmidos utilizados como vacunas de ADN presentan un promotor para la 
expresión de proteínas en eucariotas, siendo el promotor CMV (derivado del 
citomegalovirus) el más utilizado por inducir una alta tasa de transcripción del gen clonado, 
suponiendo así una concentración alta del antígeno y por consiguiente un aumento de 
probabilidad de activación del sistema inmune. Otro elemento que presentan algunos 
plásmidos son las señales imunoestimuladoras (ISS), las cuales consisten en secuencias no 
metiladas de CpG bacteriano flanqueado por dos purinas en 5´y dos pirimidinas en 3´, donde 
la secuencia más conocida y de mayor inmunogenecidad se presenta en el gen de 
resistencia para ampicilina. Estas señales son catalogadas como patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) las cuales al ser reconocidas por los 
receptores Toll-like 9 (TLR9) presentes células dendríticas, monocitos y células NK, 
estimulan la producción de citocinas proinflamatorias (Sato et al. 1996; Azevedo et al. 1999; 
Garmory, Brown, and Titball 2003). Las principales ventajas que ofrece el uso de vacunas 
de ADN son la rapidez con la que se pueden generar las construcciones a ser evaluadas en 
ensayos pre-clínicos, la facilidad de escalamiento, purificación y el almacenaje libre de 
cadenas de frío a nivel de industria (Ghanem, Healey, and Adly 2013).  
Dentro de los métodos para la aplicación de las vacunas de ADN destaca el uso del 
sistema de biobalística impulsado a altas presiones, las cuales inician su expresión tras 3 
horas de haber sido transfectadas, manteniéndose de 28 hasta 59 días después (Ibraheem, 
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Elaissari, and Fessi 2014). Éste método presenta la ventaja de requerir un bajo número de 
inmunizaciones y una baja cantidad de ADN para la obtención de una respuesta inmune 
favorable (Ferraro et al. 2011). Sin embargo, la principal ventaja es que es capaz de 
transfectar la epidermis de la piel, en la cual hay una alta presencia de células dendríticas 
que son capaces de presentar eficazmente el antígeno tanto por MHC-I como por MHC-II, 
generando así una fuerte respuesta inmune celular específica a antígeno (Garmory, Brown, 
and Titball 2003; Neefjes et al. 2011). Se han desarrollado trabajos que utilizan este sistema 
de inmunización demostrando resultados favorables al obtener una mayor sensibilización 
al antígeno por parte de las linfocitos T CD8+ traduciéndose en un mayor efecto antitumoral 
in vivo (Cheng et al. 2001; Kim et al. 2004; Peng et al. 2005). Por lo anterior, en el presente 
trabajo se optó por utilizar este sistema para la administración de las construcciones de 
ADN para su evaluación como potenciales vacunas.  
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HIPÓTESIS 
 
La adición de la señal de retención en retículo endoplásmico (KDEL) al antígeno E6E7m 
fusionado a un péptido señal es necesaria para la mejora de la respuesta inmune 
antitumoral. 
 
 
 
OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar la importancia de la señal KDEL en el efecto antitumoral del antígeno E6E7m 
enviado a retículo endoplásmico. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Demostrar si el sistema de envío y retención de antígenos en retículo endoplásmico 
funciona como vacuna de ADN. 
2. Realizar las construcciones génicas del antígeno E6E7m fusionado a la señal de envío 
y/o retención al retículo endoplásmico.  
3. Demostrar la expresión y localización del antígeno E6E7m fusionado a la señal de 
envío y/o retención al retículo endoplásmico.  
4. Comparar el efecto antitumoral in vivo entre las vacunas de ADN del antígeno 
E6E7m fusionado a la señal de envío y/o retención al retículo endoplásmico. 
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MATERIALES 
 
Plásmidos 
 pShuttle-CMV.  Plásmido de 7.5 kb, que presenta un promotor CMV para expresión 
constitutiva en células eucariotas. Contiene el gen para resistencia a Kanamicina 
para la selección de colonias recombinantes. 
 pUMVC4a. Plásmido de 4.5 kb, que presenta un promotor CMV para expresión 
constitutiva en células eucariotas, así como Intron A truncado para mayor eficiencia 
de la expresión. Presenta una secuencia inmunoestimuladora (ISS) del gen de 
resistencia a amplicilina (-), y contiene el gen para resistencia a Kanamicina para la 
selección de colonias recombinantes. 
 pcDNA 4/TO/LacZ (Thermo Fisher Scientific).- Plásmido de 8.1 kb, presenta un 
promotoƌ CMV paƌa la eǆpƌesióŶ ĐoŶstitutiǀa de la eŶziŵa β-galactosidasa. Contiene 
el gen para resistencia a Ampicilina para la selección de colonias recombinantes.  
 
Péptidos 
 Epítopo E6: YDFAFRDL; aminoácidos 50-57, (GenWay Biotech, Inc.) 
 Epítopo E7: RAHYNIVTF; aminoácidos 49-57, (GenWay Biotech, Inc.) 
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Animales 
 Cepa murina C57BL/6. Se utilizaron hembras de 6-8 semanas de edad y fueron 
mantenidas en ciclos de 12 horas luz/oscuridad bajo libre acceso a comida y agua. 
Fueron adquiridos de Harlan y Círculo de ADN SA de CV (Cd. de México). El manejo 
de los murinos fue acorde a lo descrito por la Norma Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 
Los ensayos in vivo fueron evaluados y aprobados por el Comité de Ética de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León bajo el siguiente 
número de registro: HT14-002. 
 
Líneas celulares 
 HEK-293: Línea inmortalizada derivada de células embrionarias de riñón gracias a la 
expresión del gen E1 del Adenovirus 5 integrado en su cromosoma 19 (CRL-1573, 
ATCC). 
 TC-1: Línea tumoral derivada de cáncer pulmonar de cepa murina C57BL/6 gracias a 
la expresión de las oncoproteínas E6 y E7 del HPV-16. (CRL-2785 discontinuada, 
ATCC). 
 
Bacterias 
 EsĐheƌiĐhia Đoli DHϱ α: Cepa ďaĐteƌiaŶa paƌa ƌepliĐaĐióŶ de áDN plĄsŵido 
(18265017, Thermo Fisher Scientific) 
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Cultivo Celular 
 Medio DMEM ͞DulďeĐĐo's Modified Eagle Mediuŵ͟ ;11960-085, Thermo Fisher 
Scientific) 
 Medio RPMI ϭϲϰϬ ͞Rosǁell Paƌk Meŵoƌial IŶstitute͟ ;31870-082, Thermo Fisher 
Scientific) 
 FBS: Suero Fetal Bovino (10082147, Thermo Fisher Scientific) 
 Glutamina: GlutaMAX (35050-061, Gibco) 
 Piruvato (11360070, Gibco) 
 Antibiotico-Antimicotico: Penicilina-Streptomicina (11360070, Gibco) 
 G-418: Geneticina (11811023, Thermo Fisher Scientific) 
 Mercaptoetanol (21985023, Gibco) 
 IL-2 murina ( 14-8021-64, Ebioscience) 
 PHA: Fitohemaglutinina (00-4977, Ebioscience) 
 Ficoll-Paque (GE17-1440-02, Sigma-Aldrich) 
 Azul de tripan (15250061, Gibco) 
 Tripsina (25200056, Gibco) 
 PBS 1X: 137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; 4.3 mM Na2HPO4; 1.47 mM KH2PO4. pH 7.2-7.4. 
 DMSO: Dimetilsulfóxido (276855, Sigma-Aldrich) 
 Suero de caballo (16050130, Gibco) 
 Ketamina: Anesket (1015154, PiSA Agropecuaria) 
 Xilacina: Procin (1016040, PiSA Agropecuaria) 
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Cultivo Bacteriano 
 Medio LB Broth Miller: (C14041701, USBiological) 
 Agar LB para bacterias: Medio LB + 1.5 % Agar (A-1296, Sigma-Aldrich) 
 Medio SOC: Medio LB + 20 mM Glucosa (G8270, Sigma-Aldrich) 
 Ampicilina (A2260, USBiological) 
 Kanamicina (K0010, USBiological)  
 H2O MQ 
 
Kits 
 Oligonucleótidos M13 (Thermo Fisher Scientific) 
 Marcador de Peso Molecular 1 kb plus (Thermo Fisher Scientific) 
 Gene Clean Gel Extraction Kit (GenScript) 
 Plasmid Midi Prep kit (Qiagen) 
 Turbofect (Thermo Fisher Scientific) 
 Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) 
 30% Acrilamida/Bis-Acrilamida (Bio-Rad) 
 Supersignal West Pico (Thermo Fisher Scientific) 
 Solución Reveladora/Fijadora (Kodak) 
 Film Fotográfico (Kodak) 
 Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo Fisher Scientific) 
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 Vecta Shield con DAPI (Vector Laboratories) 
 PaƌtíĐulas de oƌo ϭ μŵ ;Bio-Rad) 
 Espermidina (Sigma-Aldrich) 
 Mouse IFN-gamma Platinum ELISA (Ebioscience) 
 Mouse IFN-gamma/Granzyme B Dual-Color ELISpot Kit (R&D Systems) 
 CytoFix/CytoPerm (Ebioscience) 
 
Enzimas  
 Go Taq DNA Polymerase (M3001, Promega) 
 Shrimp Alkaline phosphatase (M037S01, NEB) 
 T4 DNA ligase (M1801, Promega) 
 Endonucleasa NheI (R3131, NEB) 
 Endonucleasa SalI (R3138, NEB) 
 Endonucleasa BamHI (R3136, NEB) 
 Endonucleasa ApaI (R0114, NEB) 
 Endonucleasa KpnI (R3142, NEB) 
 Endonucleasa BglII (R0144, NEB) 
 Endonucleasa SmaI (R0141, NEB) 
 Endonucleasa XbaI (R0145, NEB) 
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Anticuerpos 
 Anticuerpo monoclonal de murino Anti-E6 (sc-460, C1P5, Santa Cruz Biotechnology) 
 Anticuerpo monoclonal de murino Anti-E7 (sc-65711, NM2, Santa Cruz 
Biotechnology) 
 Anticuerpo monoclonal de murino Anti-β-actina (A5441, Sigma-Aldrich) 
 Anticuerpo policlonal de conejo Anti-IgG Murina conjugado con HRP (A9044, Sigma-
Aldrich) 
 Anticuerpo policlonal de conejo Anti-Calnexina (sc-1397, Santa Cruz Biotechnology, 
Inc.)  
 Anticuerpo policlonal de cabra Anti-IgG murina conjugado con Alexa 594 (A-11005, 
Invitrogen)  
 Anticuerpo policlonal de cabra Anti-IgG conejo conjugado con Alexa 488 (A-11034, 
Invitrogen) 
 
Reactivos 
 Buffeƌ de Caƌga paƌa áDN ͞Gel-Red͟ ;Biotium) 
 Isopropanol (Sigma-Adrich) 
 Etanol (CTR)  
 TEMED (Sigma-Aldrich) 
 Tween 20 (Sigma-Aldrich) 
 Parafina (CTR) 
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 Hematoxilina (Sigma-Adrich) 
 Eosina (Sigma-Adrich)  
 Acetona (CTR) 
 
Soluciones 
 Agarosa (Sigma-Aldrich) Preparar en TAE 1X. 
 Buffer TAE 1X: 40mM Tris, 20mM ácido acético y 1mM EDTA. 
 CaCl2 0.075M/15 % de glicerol 
 Solución I Miniprep: 50 mM glucosa, 5 mM Tris-Cl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0). 
 Solución II Miniprep: 0.2N NaOH, 1% SDS. 
 Solución III Miniprep: 3M acetato de potasio, 2M ácido acético.  
 Buffer RIPA:25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% deoxilato sódico, 1% Tritón. 
 Tris-HCl pH 6.8, 0.5M (Sigma-Aldrich) 
 Tris-HCl pH 8.8, 1.5 M(Sigma-Aldrich) 
 SDS (Sigma-Aldrich) Preparar al 10% en H2O MQ. 
 PSA (Sigma-Aldrich) Preparar al 10% en H2O MQ y congelar. 
 Buffer Tris-Glicina 1X: 25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% SDS, pH 8.3 
 Buffer de carga para proteínas 4X: 40% glicerol, 240 mM Tris pH6.8, 8% SDS, 5% 
mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenol. 
 Buffer de transferencia: 25mM Tris, 190mM Glicina, 20 % Metanol. 
 TBS 1X: 50 mM Tris-Cl, pH 7.5. 150 mM NaCl. 
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 TBS-Tween: TBS1X + 0.05% Tween 
 Leche descremada (Svelty) Preparar en TBS1X 
 Etanol Absoluto para Biología Molecular (Sigma-Aldrich) 
 PVP (Bio-Rad) Preparado en Etanol Grado Biología Molecular 
 Buffer ACK: 150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3 y 0.1 mM EDTA 
 Buffer FACS: 1% BSA y 0.1% azida de sodio en PBS1X-  
 Paraformaldehído (PFA) (Sigma-Aldrich) Preparar en PBS1X 
 Tinción X-Gal: 5mM Ferrocianuro de potasio, 5 mM Ferrocianato de potasio, 2mM 
Cloruro de Magnesio, PBS 1X, 0.1% X-Gal,  
 
Equipo de laboratorio 
 Balanza Analítica (GR-120, AND) 
 Campana de Flujo Laminar Clase II (AH-100, TelStar) 
 Incubadora para cultivo celular (370, Thermo Electron Corporation) 
 Microscopio invertido (9804439, Southern Precision Intrument) 
 Baño de perlas para cultivo celular (74300714, Lab Armor) 
 MiĐƌopipetas ϭϬϬϬ μl, ϮϬϬ μl, ϭϬϬ μl, ϮϬ μl Ǉ ϭϬ μl ;LaďŶetͿ 
 Cámara de Neubauer (Propper) 
 Termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc) 
 Fuente de poder (300 Plus, Labnet) 
 Cámara de electroforesis de geles de agarosa (B1A, Owl Separation Systems, Inc.) 
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 Transiluminador UV (2000, Bio-Rad) 
 Espectrofotómetro (BioPhotometer, Eppendorf) 
 Refrigerador 4/-20°C (Samsung) 
 Ultracongelador -80°C (Revco Value Plus, Thermo Fisher Scientific) 
 Centrifuga para tubos tipo Eppendorf (A1-15K, Sigma) 
 Centrifuga para tubos tipo Falcon (Sorval STR 16R, Thermo Scientific) 
 Incubadora para bacterias (TU-400, MRC) 
 Incubadora refrigerada (LM-570, MRC) 
 Vortex (VX-100, Labnet) 
 Sonicador (Transsonic 420, Lab-line Elma) 
 Lector de placas de ELISA (iMARK, Bio-Rad) 
 Cámara de electroforesis para geles de acrilamida (Mini Protean, Bio-Rad) 
 Cámara de transferencia (TransBlot Semi-Dry, Bio-Rad) 
 Microscopio confocal con fluorescencia (LSM 710, Carl Zeiss). 
 Estación para biobalística (Bio-Rad) acoplada a gas de óxido nitroso (Praxair) 
 Biobalística por Gene-gun (Bio-Rad) acoplada a gas Helio (Praxair) 
 Citómetro Accuri C6 (BD Biosciences) 
 Histoquinete (Kedee) 
 Estereomacroscopio (L2, Leica) 
 Software para conteo manual de células (Cell counter-ImageJ) 
 Software para gráficas y análisis estadísticos (Grap Pad Prism 6) 
 Vernier digital (Truper) 
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 Micrótomo para bloques de parafina (RM2245, Leica) 
 Microscopio de campo claro (DM500, Leica) con cámara (5.0 RTV, Micropublisher) 
 
Consumibles  
 Pipetas serológicas de 10 ml y 5 ml (Corning)  
 Pipetor para cultivo celular (Labnet) 
 Cajas de cultivo celular 75 cm² y 25 cm² (Corning)  
 Criotubos de 2 ml (Corning)  
 Tubos de 50 ml y 15 ml (Corning) 
 Viales de 2 ml, 1.7 ml y 0.65 ml (Eppendorf) 
 Placas de 6, 24, 96 pozos (Corning)  
 Cajas Petri de 60 mm (Corning)  
 Espátulas de plástico (Corning)  
 Matraces de 500 ml (Kimax) 
 Membranas de Polifluoruro de Vinilideno, PVDF (Bio-Rad)  
 Cartucho de 70 cm para Gene-gun (Bio-Rad) 
 Cell stƌaiŶeƌ ϳϬ μŵ ;FalĐoŶͿ 
 Jeringas de Insulina 0.5 ml (BD Ultrafine) 
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METODOLOGÍA 
 
Diseño de las construcciones de ADN  
Para el diseño de la construcción SP-E6E7m-KDEL se utilizaron las secuencias de SP 
y KDEL que se presentan en la Calreticulina humana. El antígeno E6E7m parte de la fusión 
de las proteínas E6 y E7 mutadas, esto con el fin de eliminar el riesgo oncogénico mediante 
la sustitución con glicinas en Cys-63 y Cys-106 para E6; y Cys-58 y Cys-61 así como deleción 
de los aminoácidos 21-24 para E7. Para realizar las múltiples construcciones del antígeno 
E6E7m con las señales SP y/o KDEL se partió de la construcción de SP-E6E7m-KDEL. La 
secuencia de aminoácidos que componen a SP es MLLPVPLLLGLLGLAAAL, mientras que la 
nomenclatura KDEL se referiese a los aminoácidos que conforman dicha señal. Una vez que 
se concluyó el diseño del gen, éste se mandó sintetizar en la compañía Eurofins, Co. La 
secuencia SP-E6E7m-KDEL (938 pb) se encuentra depositada en el GeneBank  con número 
de acceso KP898251. 
Para evaluar si el sistema de envío y retención de antígenos en retículo 
endoplásmico funciona como vacuna de ADN se realizó una comparativa del efecto entre la 
construcción de SP-E6E7m-KDEL contra hCRT-E6E7m, donde ésta última presenta el uso de 
la calreticulina humana completa (flanqueada con sus respectivas señales SP y KDEL) unida 
al extremo amino del antígeno E6E7m. Debido a que el efecto antitumoral de la 
construcción de cCRT-E7 ya ha sido reportado por otros autores (Cheng et al. 2001; Kim et 
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al. 2004) decidimos utilizarla como control de referencia a lo largo de nuestros 
experimentos. 
 
Reacción en cadena de la polimerasa 
Para la amplificación de genes por reacción de la cadena de la polimerasa (PCR) se 
ajustaron los cálculos para reacciones de 25 μl utilizaŶdo las condiciones descritas por el kit 
Promega Taq Polimerase. Se utilizaron los oligonucleótidos M13, cuyas secuencias son 
forward 5´GTAAAACGACGGCCAGT-, y reverse 5´AACAGCTATGACCATG-. Las condiciones en 
el termociclador fueron las siguientes: 96°C por 5 minutos, 94°C por 45 segundos, 58°C por 
30 segundos, 72°C por 45 segundos, después se realizaron 30 ciclos de 94°C, 58°C y 72°C 
con sus respectivos tiempos, y finalmente se realizó un último paso de 72°C por 5 minutos. 
Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en agarosa 1% a 100 volts, y fueron 
teñidos con Gel-Red (Bio-tium) para su detección en el transiluminador UV (Bio-Rad). 
 
Digestión con enzimas de restricción 
Las reacciones se ajustaron a ϱϬ μl de volumen total conteniendo 250 ng de los 
plásmidos, 1 U de las enzimas con su respectivo buffer 1X (Promega). Se incubó la reacción 
a 37°C por 1 hora o por toda la noche para obtener una mayor cantidad de fragmento 
liberado. Los productos se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa 1% o gel de 
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acrilamida 15% (según se mencione), y fueron teñidos con Gel-Red (Bio-tium) para su 
detección en el transiluminador UV (Bio-Rad). 
 
Ligación de genes en plásmidos 
Para obtener una mayor cantidad de vector e inserto para la ligación, se realizó la 
digestióŶ de ϭ μg del plásmido correspondiente en ϱϬ μl de ƌeaĐĐióŶ y se incubó a 37°C por 
toda la noche. El inserto a ser clonado fue purificado por el kit Gene clean (Genscript), 
mientras que el vector solamente fue desfosforilado con fosfatasa alcalina (NEB). El kit para 
la ligación fue el sistema T4 ligasa (Promega), donde cada reacción de ligación fue ajustada 
a 100 ng de ADN total con uŶa ƌelaĐióŶ ϯ:ϭ ;iŶseƌto:ǀeĐtoƌͿ eŶ ϭϱ μl de volumen total. La 
reacción fue incubada a 4°C por toda la noche. 
 
Obtención de bacterias Escherichia coli calciocompetentes 
Se sembraron ϮϬ μl del stoĐk de Escherichia coli DH5α (almacenado a -80°C) en 5 mL 
de medio LB, y se dejó incubando a 37°C toda la noche con agitación a 100 rpm. Al día 
siguiente se pasaron 2 ml del cultivo a 100 ml de medio LB fresco, y nuevamente se dejó 
incubando a 37°C con agitación hasta alcanzar una OD600 de 0.35-0.45 (alrededor de 1.5-2 
horas). Se incubó en hielo por 10 minutos, se colectó la pastilla celular por centrifugación a 
4000 rpm por 5 minutos a 4°C, y posteriormente se resuspendió en 10 ml (frío) de CaCl2 
0.075M/15 % de glicerol dejando en incubación en hielo por 5 minutos. Nuevamente se 
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centrifugó, resuspendió e incubó la pastilla con la solución CaCl2/glicerol. Finalmente, se 
volvió a centrifugar y la pastilla fue resuspendida en 2 ml de la solución de CaCl2/glicerol. 
Manteniendo la cadena de frío, se realizaron alícuotas de ϱϬ μl eŶ tuďos EppeŶdoƌf de 1.5 
ml y se almacenaron a -80°C hasta su uso.  
 
Transformación de bacterias Escherichia coli calciocompetentes 
“e toŵó uŶ ǀial ĐoŶ ϱϬ μl de bacterias calciocompetentes almacenadas a -80°C, se 
descongeló en hielo (aproximadamente 10 minutos). Se añadió el ADN (1-50 ng, sin superar 
el 10% del volumen total) y se incubó en hielo por 20 minutos. Para realizar el choque 
térmico se sumergió el vial en baño de agua a 42°C por 45 segundos, y después en hielo por 
3 minutos. Se añadió ϰϱϬ μl de ŵedio “OC ;20 mM de glucosa en medio LB) y se incubó a 
37°C con agitación por 30 minutos. Se plaquearon en relación 1:10 y 9:10 ;ϱϬ μl paƌa aŵďos 
casos) de las bacterias en Agar LB con el antibiótico de seleĐĐióŶ ;ϱϬ μg/ŵl paƌa KaŶaŵiĐiŶa, 
Ǉ ϭϬϬ μg/ŵl paƌa áŵpiĐiliŶaͿ. Se incubaron las placas Petri a 37 °C por toda la noche. Al día 
siguiente se seleccionaron colonias para evaluar la presencia del plásmido.  
 
Purificación de plásmidos  
Se activaron las bacterias recombinantes de cada construcción en 5 ml de LB con el 
antibiótico de seleccióŶ ;ϱϬ μg/ŵl paƌa KaŶaŵiĐiŶa, Ǉ ϭϬϬ μg/ŵl paƌa áŵpiĐiliŶaͿ Ǉ se 
incubaron a 37°C con agitación por toda la noche. Se colectó la pastilla celular de 3ml del 
cultivo de cada construcción en su respectivo tubo Eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente, 
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cada pastilla se resuspendió por vortex en ϮϬϬ μl de “oluĐióŶ I, después se añadió ϰϬϬ μl de 
la Solución II, se mezcló por inversión suave y se incubó por 5 minutos a temperatura 
ambiente. Se añadieron ϯϬϬ μl de la “oluĐióŶ III, se ŵezĐló por inversión, se incubó en hielo 
por 10 minutos y después se centrifugó a 14 000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se colectó el 
sobrenadante en un nuevo tubo, se añadió un volumen igual de isopropanol frío y se incubó 
en hielo por al menos 10 minutos. Se centrifugó nuevamente a 14 000 rpm por 10 minutos 
a 4°C. La pastilla de ADN obtenida fue lavada con etanol 70%, y una vez seca fue 
resuspendida en agua MQ. 
 
Cultivo celular 
Las células HEK-293  fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con FBS 10 %, 
glutamina 2 mM, piruvato 1x, antibiotico-antimicotico 1x.  
Las células TC1: Fueron cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con FBS 10%, 
piruvato 1x,  antibiotico-aŶtiŵiĐotiĐo ϭǆ, ϰϬϬ μg/ŵl de Gϰϭϴ.  
Los esplenocitos (células de bazo murino) son un cultivo primario obtenido tras el macerado 
del bazo murino con ayuda de un émbolo sobre una malla metálica en un pozo de placa de 
6 pozos conteniendo 4 ml de RPMI sin suplementar.  Después, se centrifugaron a 300 g por 
5 minutos y se decantó el sobrenadante. Para eliminar los eritrocitos la pastilla obtenida 
fue resuspendida en 1 mL buffer ACK frío, se incubó por 1 minuto y se inactivó con 6 ml de 
RPMI sin suplementar. Se centrifugó a 300 g por 5 minutos y se decantó el sobrenadante. 
La pastilla se resuspendió en 6 ml de RPMI 10 % y se realizó el conteo celular. Las células se 
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mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con FBS 10%, piruvato 1x,  antibiotico-
aŶtiŵiĐotiĐo ϭǆ, β-ŵeƌĐaptoetaŶol ϱϬ μM Ǉ Ϯ.ϱ-5U/ml de IL-2.  
Las células mononucleares de bazo murino son un cultivo primario obtenido tras la 
centrifugación de los esplenocitos con Ficoll-Paque (GE Health Care Systems), obteniendo 
la fracción de células mononucleares, en las cuales predominan la presencia de linfocitos y 
monocitos. Las células se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con FBS 10%, 
piruvato 1x,  antibiotico-aŶtiŵiĐotiĐo ϭǆ, β-mercaptoetanol ϱϬ μM Ǉ Ϯ.ϱ-5U/ml de IL-2. 
 
Detección de la expresión de las proteínas recombinantes por Western blot 
Se sembraron 3x105 células/pozo de la línea ceular HEK-293 y se transfectaron con 
ϰ μg de plásmido/pozo y ϲ μl de TuƌďofeĐt ;TheƌŵoFisher Scientific). A las 24 hrs las células 
fueron colectadas, lavadas con PBS 1x frío, y lisadas con 60 μl de ďuffeƌ RIPá en hielo por 
10 minutos. Se cuantificaron los extractos celulares usando Pierce BCA Protein Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific) utilizando BSA para la curva de estándares. Se ĐaƌgaƌoŶ Ϯϱ μg de 
proteínas totales en un gel de acrilamida al 15 % y se corrió la electroforesis (Bio-Rad) en 
Tris-glicina 1x a 100 volts. Después, las proteínas en el gel fueron transferidas a una 
membrana de PVDF (Bio-Rad) a 120 mA por 20 minutos en una cámara Trans-Blot (Bio-Rad) 
usando buffer de transferencia. La membrana se bloqueó con TBS-Tween con 10% leche 
descremada por 1 hora en agitación a 4°C. Se desechó la solución de bloqueo, se añadió el 
anticuerpo monoclonal anti-E7 (Santa Cruz) en una dilución 1:3 000 y se incubó en agitación 
a 4°C por toda la noche. La membrana fue lavada en tres ocasiones con TBS-Tween con 
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incubaciones de 10 minutos con agitación a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
utilizó un anticuerpo anti-IgG1 murino conjugado con HRP, a una dilución de 1:10 000, y se 
incubó por 2 horas en agitación a 4°C. Se realizó nuevamente 3 lavados a la membrana. Se 
realizó la detección por quimioluminiscencia usando el sustrato Supersignal West Pico 
(Thermo Fisher Scientific) y se registró usando el film fotográfico (Kodak). Una vez registrada 
la señal, la membrana se lavó con Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo Fisher 
Scientific) por 5 minutos a 4°C, esto es con la finalidad de eliminar los anticuerpos 
previamente utilizados y la membrana pueda ser reutilizada para nuevas detecciones 
partiendo desde la solución de bloqueo. La misma membrana fue procesada para la 
detección de actina y E6 (Santa Cruz) en ese orden.  
 
Detección de la localización subcelular de las proteínas recombinantes por 
inmunofluorescencia 
Se sembraron 5x104 células/pozo en placas de 24 pozos, a las cuales previamente se 
les colocaron cubreobjetos sanitizados en el fondo. Una vez adheridas al cubreobjetos (12 
horas), las células fueron transfeĐtadas ĐoŶ Ϯ μg de los distiŶtos plĄsŵidos usando ϰ μl de 
Turbofect (Thermo Fisher Scientific). Al día siguiente, se retiró el medio y se lavaron las 
células con PBS 1x frío, después fueron fijadas por metanol:acetona (1:1) frío por 1 minuto, 
e inmediatamente después fueron lavadas con PBS 1x frío. Se incubó en una solución de 
bloqueo (PBS 1x con 3% suero de caballo) por 1 hora en agitación suave a 4°C. Después, se 
retiró la solución de bloqueo y se incubó con los anticuerpos primarios de anti-E7 y anti-
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calnexina (Santa Cruz), a una dilución de 1:500 por toda la noche a 4°C en agitación suave. 
Después se lavaron por 3 ocasiones con PBS 1x frío, se incubó con los anticuerpos 
secundarios anti-mouse Alexa Flour 594 y anti-rabbit Alexa Flour 488 a una dilución de 1:500 
por 2 horas a 4°C en oscuridad. Se realizaron nuevamente 3 lavados. Los cubreobjetos 
fueron montados en portaobjetos usando Vecta Shield con DAPI (Vector Laboratories) y se 
analizaron en microscopio confocal LSM 710 (Carl Zeiss). Para analizar la distribución del 
retículo endoplásmico a lo largo de la célula se realizó una inmunofluorescencia utilizando 
anti-calnexina y anti-actina siguiendo el mismo protocolo, así como análisis por contraste 
de fases para observar la extensión total del límite celular. 
 
Preparación de cartuchos de ADN para inmunización por biobalística   
La purificación de los plásmidos destinados a biobalística fue realizada con el Qiagen 
Plasmid Midi Prep kit siguiendo las indicaciones descritas por el fabricante, con excepción a 
la resuspensión del ADN donde se utilizaron ϳϬ μl de agua MQ suplieŶdo el uso del ďuffeƌ 
TAE 1X por causar interferencia en pasos posteriores. El protocolo descrito a continuación 
fue tomado del proveedor del sistema Gene gun (Bio-Rad) para obtener 1 μg de 
ADN/cartucho. Se pesaron 25 mg de partículas de oƌo de ϭ μŵ eŶ uŶ tuďo Eppendorf de 1.5 
ml, se adicionaron ϱϬ μl de espeƌŵidiŶa Ϭ.ϬϱM ;“igŵaͿ, se agitó vigorosamente por 1 
minuto en vortex y se sonicó por 5 segundos para mayor homogenización. Se adicionaron 
ϱϬ μg del ADN (50 μlͿ Ǉ se agitó ǀigoƌosamente por 5 segundos y, manteniendo la mezcla 
en vortex, se añadieron leŶtaŵeŶte ϱϬ μl de CaCl2 1M. Se dejó sedimentar por 10 minutos 
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a temperatura ambiente, se centrifugó y se desechó el sobrenadante. Se resuspendió el 
pellet con el remanente del sobrenandante y se dio vortex. Se lavó la pastilla con 1 ml etanol 
100% (Sigma) por 3 ocasiones, y finalmente se resuspendió en 3 ml de PVP 0.1 mg/ml 
(preparado en etanol 100%) en un tubo de 15 ml.  
Se conectó el tubing prep station al tanque de óxido nitroso, se colocó una tira de 
60-70 cm de tubo para cartucho y se pasó el gas por 15 minutos a un flujo de 0.4 LPM. 
Después se cerró la válvula y con ayuda de una jeringa de 10 ml se llenó el tubo con los 3 
ml de la mezcla homogenizada de ADN:Oro evitando la formación de burbujas así como la 
sedimentación del oro. Se colocó rápidamente el tubo dentro de la tubing prep station 
pasando por el anillo O-metálico y se dejó sedimentar por 5 minutos. Después, con ayuda 
de la jeringa se retiró el sobrenadante a una velocidad 1-2 cm/segundo, se desconectó la 
jeringa, se giró el tubo 180° para que se distribuyese el oro por 4 segundos, y después se 
dejó girando el tubo por espacio de 45 segundos antes de abrir el gas a 0.3 LPM. Se dejó 
secar por 5 minutos, se cerró la válvula, el tubo fue cortado en cartuchos de 1 cm con ayuda 
del equipo proporcionado por Bio-Rad. Los cartuchos fueron almacenados a 4°C en 
presencia de gel de sílice.  
 
Estimulación de esplenocitos  
Para evaluar la capacidad de despertar una respuesta inmune específica a antígeno 
se realizó la inmunización de murinos hembras C57BL/6 de 6-7 semanas de edad divididos 
en grupos de 3 por cada tƌataŵieŶto. Los ŵuƌiŶos fueƌoŶ iŶŵuŶizados ĐoŶ ϭ μg de áDN eŶ 
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abdomen por biobalística a 300 psi en dos ocasiones espaciadas por 7 días. A los 14 días 
tras la última inmunización, los murinos fueron sacrificados y se procesaron los bazos de 
manera individual. Los esplenocitos obtenidos se plaquearon 2x106 células/ml con 2.5 U/ml 
de IL-Ϯ eŶ plaĐas de Ϯϰ pozos eŶ pƌeseŶĐia de ϭ μg/ŵL de los epítopos espeĐífiĐos de Eϲ o 
E7. Para el control negativo se utilizó PBS, y para el control positivo con PHA  a una 
concentración de 25 pg/ml. Los cultivos se incubaron a 37°C a 5% CO2 por 48 horas.  
 
Detección de INF-γ por ELISA 
La evaluación se realizó a partir por los sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos 
previamente mencionados. “e toŵaƌoŶ ϱϬ μl de los soďƌeŶadantes para usarlos en el kit 
Mouse IFN-gamma Platinum ELISA (Ebioscience) siguiendo las instrucciones por el 
fabricante. Se utilizó el lector de placas iMark de Bio-Rad.  
 
Detección de INF-γ especifico a Eϲ y Eϳ por citometría de flujo 
La evaluación se realizó a partir de los cultivos de esplenocitos previamente 
mencionados. Se tomaron 1x106 células de cada pozo, se pasaron a tubos Eppendorf de 1.5 
ml y se lavaron en 2 ocasiones con buffer FACS frío usando centrifugaciones de 400 g por 5 
minutos a 4°C. Se incubaron las células con el anticuerpo anti-CD8 marcado con FITC 
(Miltenyi) eŶ ϱϬ μl de FáC“ poƌ espacio de 30 minutos, y a partir de este momento todos 
los pasos posteriores fueron manteniendo las células en frío y en oscuridad. Se realizaron 3 
lavados con buffer FACS, se añadieron ϭϬϬ μl de CytoFix (eBioscience) en vortex y se 
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incubaron eŶ hielo poƌ espaĐio de ϭϬ ŵiŶutos. “e añadieƌoŶ ϵϬϬ μl de buffer FACS, se 
centrifugaron los tubos y se lavaron las pastillas por 2 ocasiones más. Se resuspendieron las 
pastillas eŶ ϰϬϬ μl de CǇtoPeƌŵ ;eBioscience) y se incubaron por 20 minutos. Se 
centrifugaƌoŶ ŶueǀaŵeŶte, las pastillas se ƌesuspeŶdieƌoŶ eŶ ϱϬ μl de CǇtoPeƌŵ preparado 
en con anticuerpo intracelular IFN-γ ŵaƌĐado ĐoŶ PE ;MilteŶǇiͿ Ǉ se iŶĐuďaron por 30 
ŵiŶutos. “e añadieƌoŶ ϰϬϬ μl de CǇtoPeƌŵ, se ĐeŶtƌifugaron, y después se realizaron 2 
laǀados ĐoŶ FáC“. Las Đélulas se dejaƌoŶ ƌesuspeŶdidas eŶ ϰϬϬ μl de buffer FACS y se 
almacenaron a 4°C en oscuridad hasta su lectura al citómetro Accuri C6  de BD Biosciences. 
Se utilizaron células sin marcar como control de fluorescencia basal, así como controles 
marcados con cada fluorocromo por separado. 
 
Detección de INF-γ especifico a Eϳ por ELISpot 
Los esplenocitos destinados para este ensayo se dejaron incubar en 5 ml de RPMI 
10% en tubos de 15 ml  por toda la noche  a 4°C con la finalidad de eliminar las células 
apoptóticas y el debris resultante que se genera durante la adaptación a la transición de in 
vivo a in vitro. Al día siguiente se cambió por RPMI 10% nuevo, y se procesaron para la 
separación de células mononucleares utilizando Ficoll-Paque (GE Health Care Systems). 
Posteriormente, en la placa del kit Mouse IFN-gamma/Granzyme B Dual-Color ELISpot Kit 
se sembraron 1x106 mononucleares por pocillo. Las condiciones del cultivo fueron 2.5 U/ml 
de IL-Ϯ ĐoŶ ϭ μg/ŵl del epítopo de E7. Como control negativo fue la ausencia del estímulo 
de E7, y como control positivo se incubó con PHA a 25 pg/ml. Los cultivos se incubaron a 
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37°C a 5% CO2 por espacio de 48 horas en ausencia de movimientos bruscos que 
perturbasen el cultivo. Posteriormente, se procesó la placa siguiendo las instrucciones del 
kit y los pocillos fueron fotografiados por la cámara Micropublisher 5.0 RTV montada en un 
estereoscopio Leica L2. Finalmente, en las fotografías se contaron manualmente los spots 
utilizando Cell counter de ImageJ. 
 
Ensayo antitumoral profiláctico 
Para evaluar el efecto antitumoral protector por la inmunización con las 
construcciones de ADN se utilizaron murinos hembras C57BL/6 de 6-7 semanas de edad 
divididos en grupos de 5 por tratamiento. Los murinos fueron inmunizados con ϭ μg de ADN 
en abdomen por biobalística a 300 psi en dos ocasiones espaciadas por 7 días. Una semana 
después de la última inmunización se retaron los murinos con 5x104 células TC-1 mediante 
la inyección subcutánea en el costado derecho del murino. Se registró el crecimiento 
tumoral usando un vernier digital cada dos días, y se calculó el volumen usando la siguiente 
fórmula: (Diametro mayor*(Diametro menor2))/2. Además se realizaron tablas de 
sobrevivencia, considerando el día de muerte de los murinos. Los murinos cuyo tumor 
superaba los 1 500 mm3 de volumen fueron sacrificados. 
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Ensayo antitumoral terapéutico en modelo subcutáneo 
Para este ensayo se utilizaron murinos hembras C57BL/6 de 6-7 semanas de edad 
divididos en grupos de 5-10 por tratamiento. Se implantaron 5x104 células TC-1 por murino 
mediante inyección subcutánea en el costado derecho. Al día 3 y 10 del implante se 
inmunizaron los murinos con ϭ μg de áDN eŶ aďdoŵeŶ por biobalística a 300 psi. Se registró 
el crecimiento tumoral usando un vernier digital cada dos días, y se calculó el volumen 
usando la siguiente fórmula: (Diametro mayor * (Diametro menor2)) / 2. Además, se 
realizaron tablas de sobrevivencia considerando el día de muerte de los murinos. Los 
murinos cuyo tumor superaba los 1 500 mm3 de volumen fueron sacrificados. 
 
Ensayo antitumoral terapéutico en modelo de metástasis 
Para el modelo de metástasis se utilizaron murinos hembras C57BL/6 de 6-7 
semanas de edad en grupos de 5 por tratamiento. Éstos fueron retados en el día 0 con 1x104 
células TC-1 por murino, y fueron inoculadas a través de inyección en la vena lateral de la 
cola. Éstos recibieron las inmunizaciones al día 3 y 10, las cuales ĐoŶsistieƌoŶ eŶ ϭ μg de 
ADN en el abdomen a 300 psi. Posteriormente, los murinos fueron sedados al día 25 con 
ketamina y xilacina (160 mg/kg y 30mg/kg), y se realizó una perfusión intracardiaca con PFA 
al 4%. Los pulmones se post-fijaron en PFA al 4% y se realizó el conteo de los focos tumorales 
presentes a lo largo de la superficie pulmonar para después ser procesados para su inclusión 
en parafina.  
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Detección de expresión de LacZ 
Se utilizó la construcción comercial pcDNA 4/TO/LacZ (Thermo Fisher Scientific) 
como plásmido reportero para verificar la expresión de proteínas recombinantes en la piel 
de los murinos tras recibir el tratmiento por biobalística. Se prepararon cartuchos pcDNA 
4/TO/Lacz en base a lo descrito y se realizó una aplicación de ϭ μg de áDN por murino (3) 
en abdomen y muslo a 300 psi. Después de 48 horas se sacrificaron los murinos por 
dislocación cervical y se colectó la piel, así como intestino y músculo, dentro de la zona 
tratada. Los tejidos se fijaron en PFA 4% por un espacio de 90 minutos, se pasaron a 40 ml 
de solución de tinción X-Gal y se incubaron por espacio de 48 horas en agitación a 4°C para 
finalmente procesarlos para inclusión en parafina y análisis de cortes histológicos. 
 
Inclusión de tejidos en parafina 
Los tejidos obtenidos fueron cortados en pequeños fragmentos menores a 5 mm de 
espesor y fueron fijados en PFA al 4% por un espacio de 24 horas. Se prosiguió con la 
deshidratación a través del pase de los tejidos en soluciones de etanol en sentido 
ascendente (60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100%), etanol:xilol (1:1), xilol (dos pases) y 
parafina (dos pases) por espacio de 1 hora en cada solución. Posteriormente, los tejidos 
fueƌoŶ iŶĐluidos eŶ ďloƋues de paƌafiŶa Ǉ se ƌealizaƌoŶ Đoƌtes de ϱ μŵ de espesoƌ eŶ el 
micrótomo Leica RM2245. Los cortes fueron analizados en campo claro en un microscopio 
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Leica DM500. Algunos cortes fueron sometidos a tinción con hematoxilina y eosina, según 
se indique.  
 
Análisis estadístico 
 Se realizaron análisis de ANOVA de una o dos vías (según se especifique) y se utilizó 
la prueba de Tukey como análisis post-hoc usando el programa Prism (GraphPad Software, 
Inc). Se consideró diferencia significativa aquellos valores de p<0.05. Los experimentos 
mostrados se realizaron dos veces como mínimo.  
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RESULTADOS 
 
La fusión del antígeno E6E7m a las señales SP y KDEL promueve su envío a retículo 
endoplásmico  
Para validar que la estrategia propuesta de envío y retención de antígenos a retículo 
endoplásmico usando las señales SP y KDEL funciona como vacuna de ADN fue necesario, 
en primer lugar, realizar la comparativa del efecto antitumoral entre las construcciones de 
SP-E6E7m-KDEL y hCRT-E6E7m. Como control de referencia se utilizó cCRT-E7 (Cheng et al. 
2001) y como control negativo se utilizó el plásmido vacío pShuttle-CMV. A continuación se 
muestran los esquemas de las construcciones evaluadas (Figura 8). 
                
Figura 8. Esquema de las construcciones de ADN del antígeno E6E7m fusionado a CRT o SP-KDEL. a) hCRT-
E6E7m consiste en la fusión de la calrteticulina humana (con sus señales de SP y KDEL) en el extremo amino 
del antígeno E6E7m. b) cCRT-E7 consiste en la fusión de la calrteticulina de conejo (con sus señales de SP y 
KDEL) en el extremo amino del antígeno E7. c) SP-E6E7m-KDEL consiste en la fusión de la señal SP en el 
extremo amino y la señal KDEL en el extremo carboxi del antígeno E6E7m. 
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Primero se verificó que el tamaño del gen clonado correspondiera a cada una de las 
construcciones activadas a partir de stocks de bacterias; para esto se realizó un PCR de la 
zona de clonación del plásmido y se analizó por electroforesis en gel de agarosa. Se 
obtuvieron los fragmentos esperados de ~900 pb para SP-E6E7m-KDEL, uno de ~1800 pb 
para hCRT-E6E7m, y uno de ~1600 pb para, y cCRT-E7 (Figura 9a).  
El siguiente paso fue corroborar que las construcciones sean capaces de expresar las 
proteínas recombinantes en células eucariotas; para esto, transfectamos la línea celular 
HEK-293 con las distintas construcciones, y tras 24 horas las células fueron procesadas para 
Western blot utilizando un anticuerpo anti-E7. En éste experimento se detectó una banda 
de 68 kDa correspondiente a la expresión de cCRT-E7, otra de 79 kDa para hCRT-E6E7m, y 
una de 25 kDa para SP-E6E7m-KDEL, debido a la eliminación de calreticulina en dicha 
construcción. Estos resultados coincidieron al usar anti-E6, con excepción para cCRT-E7 
donde no se detectó señal alguna, como era de esperarse. Se analizó la expresión de -
actina como control de carga (Figura 9b). 
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Figura 9. Análisis por PCR y Western Blot de las construcciones E6E7m con CRT o SP-KDEL clonadas en 
pShuttle-CMV. a) Electroforesis en gel agarosa al 1% de los productos de PCR. Se detectaron las bandas de 
~900, 1800 y 1600 pb para SP-E6E7m-KDEL, hCRT-E6E7m y cCRT-E7 respectivamente. b) Por medio de western 
blot se detectaron señales de 79, 68 y 25 kDa correspondientes a cCRT-E7, hCRT-E6E7m y SP-E6E7m-KDEL, 
respectivamente, tras la detección de E7. Al detectar E6 solo se observan las señales correspondientes para 
hCRT-E6E7m y SP-E6E7m-KDEL. Se utilizó -actina como control de carga. 
 
Lo siguiente fue constatar que la fusión del antígeno E6E7m a las señales de SP y 
KDEL de calreticulina promovía el envío del antígeno hacia retículo endoplásmico, para lo 
cual se realizó una inmunofluorescencia y un análisis por microscopia confocal para detectar 
si existe colocalización entre el antígeno E6E7m y la calnexina, un marcador del lumen del 
retículo endoplásmico.  
Para ello se analizó primero la distribución del retículo endoplásmico a lo largo de la 
célula para de esta manera saber su comportamiento y asegurarnos que la señal obtenida 
utlizando un anticuerpo anti-calnexina es específica y no por unión inespecífica a proteínas 
citoplasmáticas, por lo que utilizamos el marcaje con -actina y contraste de fases para 
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observar el límite celular. En el análisis confocal se observó que la señal para calnexina se 
encuentra distribuida a lo largo de la célula excepto en el área del núcleo y el límite celular. 
Para actina se detectó una señal más intensificada en la periferia celular; al momento de 
analizar el sobrelape de todas las señales se observó que no hay señal de colocalización 
entre actina y calnexina (Figura 10).  
 
Figura 10. Análisis por microscopia confocal de la distribución celular del retículo endoplásmico utilizando 
el marcador calnexina. Las células HEK-293 fueron procesadas para inmunofluorescencia utilizando 
anticuerpos anti-calnexina detectado con anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (verde), y anti-actina 
detectado con anticuerpo secundario con Alexa Fluor 594 (rojo), se utilizó DAPI para teñir los núcleos (azul), 
y contraste de fases para el límite celular. Se muestra el sobrelape (merge I y II) de imágenes, donde se observa 
que no hay colocalización de señales. Imágenes tomadas al objetivo Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27. 
 
Lo siguiente fue analizar la expresión de los antígenos en las células HEK-293 
transfectadas con las distintas construcciones. En este experimento se observó una alta 
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colocalización entre la señal del antígeno E7 y calnexina en las células transfectadas con la 
construcción SP-E6E7m-KDEL, indicando así que dicho antígeno se localiza dentro del 
retículo endoplásmico. El anterior resultado también se obtuvo para hCRT-E6E7m y cCRT-
E7, mientras que en nuestro vector vacío no se presentó señal alguna para el antigeno E7 
(Figura 11). Con esto, comprobamos que la fusión del antígeno E6E7m con las señales SP y 
KDEL provocan el correcto envío y retención de los antígenos en el retículo endoplásmico. 
 
Figura 11. Análisis por microscopia confocal de la distribución subcelular del antígeno E6E7m a CRT o SP-
KDEL. Las células HEK-293 transfectadas con las distintas construcciones fueron procesadas para 
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-E7 y anti-calnexina y anticuerpos secundarios Alexa Fluor 594 
(rojo) y Alexa Fluor 488 (verde), respectivamente. Se utilizó DAPI (azul) para teñir los núcleos. La señal amarilla 
indica una colocalización entre las señales de los fluorocromos de los anticuerpos para E7 y calnexina. 
Imágenes tomadas al objetivo Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27. 
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Las construcciones de ADN se expresan en la epidermis tras su administración por biobalística 
Debido a que es la primera vez en utilizarse el sistema de biobalística Gene gun (Bio-
Rad) en el laboratorio, se decidió realizar un ensayo para comrpobar si la entrega de genes 
realizada mediante este sistema se realiza de manera correcta en las condiciones utilizadas. 
Para esto se utilizó el plásmido pcDNA4/TO/lacZ que codifica para la enzima β-galactosidasa 
que es capaz de hidrolizar el X-gal obteniendo como producto un compuesto azul insoluble, 
el 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-índigo.  
Se prepararon los cartuchos de 1 μg siguiendo el protocolo reportado por Bio-Rad. 
Éstos fueron administrados en el abdomen de los murinos y a las 48 horas se colectó la piel 
de la zona tratada para ser procesada por la técnica histoquímica con X-gal. Como control 
negativo se utilizó piel tratada con cartuchos vacíos. 
En el análisis macroscópico se observó la presencia de una coloración azul en la 
periferia de la zona tratada por biobalística (Figura 12a), mientras que en el control negativo 
no se detectó coloración alguna. Posteriormente se realizó un análisis de cortes 
histológicos, en donde corroboró que dicha señal azul se encuentra dentro de las células 
epiteliales de la epidermis, y esto se observó también en cortes sin tinción histológica 
(Figura 12b) y teñidos con hematoxilina y eosina (Figura 11c). Con este ensayo se corroboró 
la expresión en piel de las construcciones de ADN utilizadas en este trabajo bajo el sistema 
de biobalística.  
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Figura 12. Detección de la expresión del plásmido pcDNA4/TO/lacZ transfectado en la piel por biobalística.  
a) Imagen macroscópica del sitio de transfección tras la técnica histoquímica con X-gal. b y c) Micrografía en 
campo claro del corte del sitio de transfección (b) sin tinción y (c) con tinción H&E. Las flechas indican la 
presencia del compuesto indólico (azul) formado por la hidrolisis de X-gal por acción de la β-galactosidasa 
expresada. 
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La fusión del antígeno E6-E7 a SP y KDEL es capaz de generar un efecto antitumoral similar a 
la fusión a calreticulina completa 
Para determinar si hay una activación de las funciones citotóxicas de la respuesta 
inmune celular se cuantificó la producción de IFN-γ espeĐífiĐo a aŶtígeŶo por esplenocitos 
de los murinos inmunizados con las distintas construcciones. Para lo cual, los esplenocitos 
fueron cultivados in vitro bajo estimulación con los epítopos para E6 o E7; posteriormente, 
se cuantificó la producción de IFN-γ espeĐífiĐo al antígeno por ELISA. Los resultados indican 
que la inmunización con SP-E6E7m-KDEL es capaz de inducir un aumento significativo en la 
producción de IFN-γ en respuesta al antígeno E6 en comparación al resto de los 
tratamientos. También se observó que la inmunización con SP-E6E7m-KDEL y hCRT-E6E7m 
induce una producción significativa de IFN-γ eŶ ƌespuesta al aŶtígeŶo E7 en comparación al 
resto de los tratamientos, pero sin presentarse una diferencia significativa entre ambos. 
Estos resultados nos indican que la inmunización con SP-E6E7m-KDEL es capaz de 
sensibilizar al sistema inmune celular de manera específica (Figura 13).  
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Figura 13. Detección de IFN-γ especifico por ELISA de esplenocitos en respuesta a inmunización con E6E7m 
fusionado a CRT o SP-KDEL. Los ŵuƌiŶos ƌeĐiďieƌoŶ Ϯ iŶŵuŶizaĐioŶes poƌ ďioďalístiĐa ĐoŶ ϭ μg de áDN eŶ 
cada ocasión, posteriormente se colectaron esplenocitos y se incubaron bajo estimulación con el epítopo de 
E6 o E7, y se analizó la producción de IFN-γ espeĐífiĐo a las ϰϴ hoƌas poƌ la téĐŶiĐa de ELI“á. *p < 0.05. 
 
Posteriormente nos enfocamos en evaluar si SP-E6E7m-KDEL es capaz de generar 
una respuesta inmune antitumoral. En el ensayo antitumoral se optó por implantar la línea 
tumoral TC-1 por vía intravenosa como modelo de cáncer metastásico, para evaluar la 
capacidad terapéutica por la inmunización con las distintas construcciones de ADN. Los 
murinos fueron sacrificados al día 25 post-implante para el análisis macroscópico en todos 
los órganos, siendo los pulmones los únicos en presentar focos tumorales (Figura 14a). En 
los pulmones fijados con PFA 4% se realizó el conteo de focos tumorales presentes en el 
epitelio y se obtuvo que hay una disminución significativa en los tratamientos cCRT-E7, 
hCRT-E6E7m, y SP-E6E7m-KDEL con respecto al control negativo; sin embargo, no se 
detectó diferencia significativa entre ellos (Figura 14b). Lo anterior sugiere que la estrategia 
de utilizar solamente las señales SP y KDEL de CRT es suficiente para despertar una 
respuesta inmune antitumoral terapéutica. 
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Figura 14. Efecto antitumoral terapéutico por la inmunización con las construcciones de ADN del antígeno 
E6E7m fusionado a las señales SP-KDEL. Los murinos recibieron el implante tumoral intravenoso seguido de 
las inmunizaciones según lo descrito anteriormente. Posteriormente el día 25 fueron sacrificados los murinos 
y se realizó la cuenta de focos tumorales en el epitelio pulmonar. a) focos tumorales en el epitelio pulmonar. 
b) Gráfica con el conteo de focos tumorales en los pulmones de los murinos con los distitnos tratamientos. * 
P <0.05. 
 
Posteriormente, en cortes histológicos de los pulmones se analizó la morfología de 
los focos tumorales, así como posibles lesiones remanentes tras la regresión tumoral. En la 
figura 15a se muestran cortes representativos de focos tumorales/lesiones (teñidos con 
hematoxilina y eosina) presentes en cada grupo. En el vector vacío se observó como el foco 
tumoral presenta cierta organización en el acomodo de las células tumorales, sin embargo, 
en cCRT-E7, hCRT-E6E7m, y SP-E6E7m-KDEL se presenta una disrupción en dicha 
organización, así como en algunos casos se presentaron pequeños cúmulos celulares 
desorganizados entre los alvéolos (SP-E6E7m-KDEL), indicando presencia de focos 
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tumorales en involución lo cual ha sido descrito  por otros autores (Amine et al. 2009). En 
algunos tumores o cúmulos celulares remanentes, tanto en grupos control como 
tratamientos, se detectó un infiltrado celular con características similares a leucocitos, 
principalmente a linfocitos por presencia de un núcleo prominente basófilo y citoplasma 
reducido (Figura 15b). 
Figura 15. Cambios morfológicos en los focos tumorales presentes en pulmones derivados del ensayo 
antitumoral terapéutico. a) A los pulmones con mayor número de focos tumorales se procesaron para técnica 
histológica con tinción con hematoxilina y eosina. Se puede observar que hay una mayor desorganización en 
la estructura del foco tumoral de cCRT-E7, hCRT-E6E7m, y SP-E6E7m-KDEL con respecto al vector vacío. 40X. 
b) Presencia de infiltrado celular con características similares a leucocitos (flechas) en la periferia de algunos 
de los tumores remanentes. 100X. 
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La fusión del antígeno E6E7m a las señales SP ó KDEL por separado presenta distintos patrones 
de expresión 
Para analizar si la señal KDEL utilizada para la retención del antígeno E6E7m en 
retículo endoplásmico es necesaria para obtener el efecto antitumoral observado se 
evaluaron distintas construcciones del antígeno E6E7m fusionado a SP y/o KDEL, las cuales 
derivaron de la escisión de las señales de la construcción SP-E6E7m-KDEL (Figura 16); éstas 
fueron subclonadas en el vector pUMVC4a. Se utilizó cCRT-E7 como control de referencia, 
y el vector vacío como control negativo.  
 
 
Figura 16. Esquema de las construcciones de ADN del antígeno E6E7m fusionado a SP y/o KDEL. a) SP-E6E7m-
KDEL consiste en la fusión del antígeno E6E7m con señal SP en el extremo amino terminal, y KDEL en el 
extremo carboxilo terminal. b) SP-E6E7m consiste en la fusión del antígeno E6E7m con señal SP en el extremo 
amino terminal. c) E6E7m-KDEL consiste en la fusión del antígeno E6E7m con señal KDEL en el extremo 
carboxilo terminal. d) SP-E6E7m-KDEL en el antígeno E6E7m sin señal alguna.  
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Desde el diseño inicial para SP-E6E7m-KDEL se contempló la adición de sitios de 
restricción que permitieran la eliminación de las señales SP y KDEL con diversas enzimas de 
restricción. En la figura 17 se muestra el mapa en formato circular del gen SP-E67m-KDEL 
con los sitios de restricción utilizados para eliminación de las señales y su posterior 
caracterización. La secuencia para el gen SP-E6E7m-KDEL se encuentra en el GeneBank bajo 
el siguiente número de acceso: KP898251. 
 
Figura 17. Mapa de SP-E6E7m-KDEL y sus sitios de restricción. Se muestra el mapa del gen SP-E6E7m-KDEL y 
los sitios de restricción colocados para la eliminación de las distintas señales. Por practicidad el mapa se 
representa en formato circular, la dirección del marco de lectura esta señalado por las flechas, y se señalan 
los sitios de restricción con su localización exacta entre paréntesis.  
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Debido a limitaciones con los sitios de restricción del vector pUMVC4a, la obtención 
de E6E7m-KDEL y SP-E6E7m se realizó desde el plásmido pShuttle-: SP-E6E7m-KDEL para 
después subclonarlos en pUMVC4. La eliminación de la señal SP fue través de una digestión 
con NheI y se caracterizó con BamHI, donde observamos que la construcción clonada en la 
dirección correcta presenta un fragmento de 3593 pb y es negativa para la banda de 923 
pb; obteniendo así la construcción de E6E7m-KDEL. Mientras que para obtener SP-E6E7m, 
se eliminó la señal KDEL mediante la digestión con la enzima SalI, y para su caracterización 
se realizó una PCR del fragmento clonado seguido de una digestión con ApaI y electroforesis 
en acrilamida, donde las colonias negativas generan un fragmento de 193 pb y las colonias 
positivas generan un fragmento de 160 pb (Figura 18).  
 
Figura 18. Diagrama para la obtención de E6E7m-KDEL y SP-E6E7m. Se muestra la estrategia para la 
eliminación de las señales SP y KDEL, y la caracterización de las construcciones resultantes en pShuttle-CMV. 
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Posteriormente las construcciones anteriores fueron subclonadas en pUMVC4a 
utilizando KpnI, y fueron caracterizadas con BglII donde aquellas que estaban en la 
orientación correcta liberaron un fragmento de alrededor de 900 pb. A partir de la 
construcción de SP-E6E7m en pUMVC4a se obtuvo la construcción de E6E7m mediante la 
digestión con NheI y se caracterizó con BamHI y SmaII generando un fragmento de 
alrededor de 700 pb (Figura 19). Para subclonar cCRT-E7 se partió del plásmido pCDNA3 
utilizando las enzimas ApaI y KpnI , mientras que para su caracterización se utilizó la enzima 
XbaI.  
 
Figura 19. Diagrama para la obtención de SP-E6E7m-KDEL, SP-E6E7m, E6E7m-KDEL y E6E7m en pUMVC4a. 
Se muestra la subclonación de las diferentes construcciones en pUMVC4a, así como la estrategia para obtener 
E6E7m a partir de SP-E6E7m, con sus respectivas caracterizaciones.  
 
 
 
75 
Nuevamente fué necesario constatar que las construcciones sean capaces de 
expresar los genes clonados, por lo cual realizó un Western blot de células HEK-293 
transfectadas con las distintas construcciones. Se detectó una señal de alrededor de 25 kDa 
correspondiente a la expresión de cada una de las distintas construcciones; sin embargo, la 
intensidad de ésta disminuye en aquellas construcciones que no presentan péptido señal. 
Éste resultado se presenta utilizando tanto anticuerpos anti-E6 como anti-E7 (Figura 20).  
 
Figura 20. Detección de la expresión por Western blot de las construcciones E6E7m fusionadas a SP y/o 
KDEL en pUMVC4a. a) Se puede apreciar la presencia de la señal 25 kDa correspondientes para cada 
construcción usando anticuerpos anti-E7 y anti-E. Se utilizó actina como control de carga. 
 
Posteriormente, se analizó la distribución celular del antígeno E6E7m al estar 
fusionado a SP y/o KDEL mediante microscopia confocal en células HEK-293 transfectadas. 
En este experimento se observó que en ausencia de SP (E6E7m y E6E7m-KDEL), la señal de 
fluorescencia para E7 se encuentra dentro de núcleo así como a lo largo del citoplasma, y 
no presenta colocalización con calnexina. En cambio, para las construcciones SP-E6E7m y 
SP-E6E7m-KDEL, la señal de E7 se detectó en retículo endoplásmico como se observa con la 
alta colocalización obtenida para con la señal de calnexina, concordando con nuestro 
control de referencia cCRT-E7 (Figura 21). 
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Figura 21. Análisis por microscopia confocal de la distribución subcelular del antígeno E6E7m tras fusión a 
SP y/o KDEL. Las células HEK-293 transfectadas con las distintas construcciones fueron procesadas para 
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-E7 y anti-calnexina con sus anticuerpos secundarios 
marcados con Alexa Fluor 594 (rojo) y 488 (verde), respectivamente, mientras que los núcleos se tiñeron con 
DAPI (azul). La señal amarilla indica una colocalización entre las señales de los fluorocromos de los anticuerpos 
para E7 y calnexina. Imágenes tomadas al objetivo Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27.  
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Son necesarias ambas señales (SP y KDEL) para obtener el máximo efecto antitumoral 
Para el análisis de la respuesta inmune específica al antígeno fusionado a SP y/o 
KDEL se procedió según lo descrtito previamente. En el análisis de la producción de IFN-γ se 
observó que no hay diferencia significativa entre la sensibilización por las construcciones de 
SP-E6E7m y SP-E6E7m-KDEL tanto para los epítopos de E6 y E7. También se detectó un 
aumento de sensibilización para E7 por el uso de KDEL, mientras que cCRT-E7 reportó un 
aumento considerable de IFN-γ ;Figuƌa ϮϮͿ. 
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Figura 22. Detección de IFN-γ especifico por ELISA de espleŶocitos eŶ respuesta a iŶŵuŶizacióŶ coŶ EϲEϳŵ 
fusionado a SP y/o KDEL. Los murinos recibieron 2 inmunizaciones poƌ ďioďalístiĐa ĐoŶ ϭ μg de áDN eŶ Đada 
ocasión, posteriormente se colectaron esplenocitos y se incubaron bajo estimulación con el epítopo de E6 o 
E7, y se analizó la producción de IFN-γ espeĐífiĐo a las ϰϴ hoƌas poƌ la téĐŶiĐa de ELI“á. 
 
Posteriormente, se decidió analizar si existía un aumento en la población de 
linfocitos T CD8+ específicos a E6 y E7 al cultivar los esplenocitos con estímulos de los 
epítopos de E6 y E7 por 48 horas. El marcaje se siguió en base a lo descrito en la 
metodología, donde después de la incubación con anti-CD3+ (Alexa Fluor 488) y anti-CD8+ 
(Alexa Fluor 594), las muestras fueron resuspendidas en buffer FACS y leídas por citometría. 
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En los resultados se observó que existe un aumento en la población CD3+/CD8+ (Figura 23, 
Cuadrante Q3) en las construcciones de SP-E6E7m, SP-E6E7m-KDEL, cCRT-E7 con respecto 
al resto de los tratamientos. 
 
 
Figura 23. Detección de población CD3+/CD8+ en esplenocitos en respuesta a inmunización con E6E7m 
fusionado a SP y/o KDEL. Los murinos recibieron Ϯ iŶŵuŶizaĐioŶes poƌ ďioďalístiĐa ĐoŶ ϭ μg de áDN eŶ Đada 
ocasión, posteriormente se colectaron esplenocitos y se incubaron bajo estimulación con el epítopo de E6 o 
E7, y se analizó la población CD3+/CD8+ a las 48 horas por la citometría de flujo.  
 
Los linfocitos T CD8+ al ser activados liberan IFN-γ, poƌ lo Ƌue se deĐidió aŶalizaƌ la 
producción de dicha citocina a partir de un cultivo enriquecido de linfocitos. Para lo 
anterior, los esplenocitos fueron procesados por Ficoll-Paque (GE Health Care Systems) para 
obtener las células mononucleares y éstas fueron cultivadas con el epítopo para E7 en placa 
de ELISpot. A las 48 horas de cultivo se procesó la placa según lo descrito. El conteo de los 
spots se realizó a partir de las fotografías de cada pocillo con ayuda del Cell counter de 
ImageJ, esto con la finalidad de aumentar la resolución de las imágenes y poder discernir 
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fácilmente las señales positivas (Figura 24a). Los resultados indican que hay un aumento en 
el número de células productoras de IFN-γ en SP-E6E7m-KDEL presentando una diferencia 
significativa (p<0.01) con respecto a SP-E6E7m; sin embargo, las medias arítmeticas son 
próximas entre ambos grupos. En cuanto a SP-E6E7m-KDEL y cCRT-E7 no se detectó una 
diferencia significativa entre ellos (Figura 24b). 
 
 
Figura 24. Detección de IFN-γ específico por ELISpot de mononucleares derivados de esplenocitos en 
respuesta a inmunización con E6E7m fusionado a SP y/o KDEL. Se cultivaron las células mononucleares de 
los tratamientos en placas de ELISpot para IFN-γ por 48 horas. a) Imagen de los spots para detección de 
liberación de IFN-γ para cada tratamiento. b) Gráfica comparando las medias aritméticas del número de spots 
obtenidos para cada tratamiento.*p<0.05, SP-E6E7m, SP-E6E7m-KDEL y cCRT-E7 con respecto a E6E7m, 
E6E7m-KDEL y vector vacío, ** p<0.01, SP-E6E7m-KDEL con respecto SP-E6E7m. 
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En la evaluación del efecto antitumoral profiláctico (Figura 25a) se observó que los 
grupos SP-E6E7m-KDEL y cCRT-E7 no presentan una diferencia significativa entre sí, pero 
que ambos si presentan una diferencia significativa (p<0.05) con respecto a E6E7m, E6E7m-
KDEL y vector vacío a partir del día 18. Para el grupo SP-E6E7m, también se detectó una 
diferencia significativa contra E6E7m, E6E7m-KDEL y vector vacío; sin embargo, esto ocurrió 
a partir del día 22. Finalmente, en el análisis entre SP-E6E7m y SP-E6E7m-KDEL se observó 
que no existe diferencia significativa (p>0.9999) entre ellos a lo largo del ensayo, pero aun 
así al realizar la gráfica de supervivencia en base al volumen tumoral se observó un aumento 
de supervivencia por la inmunización con SP-E6E7m-KDEL (100%) con respecto a SP-E6E7m 
(80%) (Figura 25b).  
Posteriormente, se decidió evaluar el efecto antitumoral terapéutico (Figura 26a) 
donde se obtuvo nuevamente que SP-E6E7m-KDEL y cCRT-E7 no se presentan una 
diferencia significativa entre ellos a lo largo del ensayo, y que para el día 18 ambos grupos 
presentaban una diferencia significativa (p<0.05) contra E6E7m, E6E7m-KDEL y vector vacío, 
mientras tanto, SP-E6E7m comenzó a reportar dicha diferencia (p<0.05) contra estos tres 
grupos hasta el día 22. Así también se detectó que SP-E6E7m presenta una mayor media 
aritmética con respecto SP-E6E7m-KDEL indicando que presenta un menor efecto 
antitumoral detectándose una diferencia significativa en el día 24 (p<0.01) así como el día 
26 (p<0.05). Además, la inmunización con SP-E6E7m-KDEL (90%) produce una mayor 
supervivencia con respecto a la obtenida por SP-E6E7m (70%) (Figura 26b). En las figuras 25 
y 26(c-h) se muestran los resultados individuales del volumen tumoral registrado para cada 
murino durante el transcurso del ensayo profiláctico y terapéutico, respectivamente. 
 
 
81 
 
Figura 25. Efecto antitumoral profiláctico por la inmunización con las construcciones de ADN del antígeno 
E6E7m fusionado a SP y/o KDEL. Los murinos recibieron las inmunizaciones seguido del implante tumoral 
subcutáneo según lo descrito anteriormente. a) Grafica tiempo de las medias tumorales para cada 
tratamiento. b) Gráfica de sobrevivencia, donde un volumen tumoral superior a 1 500 mm3 es considerado 
como deceso. c-h) Gráfica de tiempo del volumen tumoral para cada murino de cada tratamiento.* p<0.05, 
SP-E6E7m-KDEL y cCRT-E7 con respecto a E6E7m, E6E7m-KDEL y vector vacío, ** p<0.05, SP-E6E7m, SP-
E6E7m-KDEL y cCRT-E7 con respecto a E6E7m, E6E7m-KDEL y vector vacío. 
 
 
 
82 
 
Figura 26. Efecto antitumoral terapéutico por la inmunización con las construcciones de ADN del antígeno 
E6E7m fusionado a SP y/o KDEL. Los murinos recibieron el implante tumoral subcutáneo seguido de las 
inmunizaciones según lo descrito anteriormente. a) Grafica tiempo de las medias tumorales para cada 
tratamiento. b) Gráfica de sobrevivencia, donde un volumen tumoral superior a 1 500 mm3 es considerado 
como deceso. c-h) Gráfica de tiempo del volumen tumoral para cada murino de cada tratamiento. * p<0.05, 
SP-E6E7m-KDEL y cCRT-E7 con respecto a E6E7m, E6E7m-KDEL y vector vacío, ** p<0.05, SP-E6E7m, SP-
E6E7m-KDEL y cCRT-E7 con respecto a E6E7m, E6E7m-KDEL y vector vacío *** p<0.05, SP-E6E7m con respecto 
a SP-E6E7m-KDEL y cCRT-E7. 
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Para corroborar el efecto terapéutico, se repitió el ensayo evaluando únicamente 
SP-E6E7m contra SP-E6E7m-KDEL, y como control negativo se utilizó el vector vacío. 
Además, por esta ocasión se utilizaron murinos de 10-11 semanas de edad los cuales 
presentan una menor función inmunológica con respecto a los murinos de 6 semanas, esto 
fue con la finalidad de aumentar la probabilidad de detectar una diferencia significativa en 
la capacidad de generar un efecto antitumoral entre las construcciones. En la figura 27a 
podemos observar como a partir del día 16 se presentó una diferencia significativa (p<0.05) 
entre SP-E6E7m-KDEL con el control de vector vacío mientras que SP-E6E7m comenzó a 
presentarla (p<0.05) a partir del día 20, y que para ese día SP-E6E7m-KDEL había aumentado 
la diferencia significativa contra el vector vacío (p<0.01). Finalmente, fue a partir del día 26 
donde se logró detectar que SP-E6E7m presentaba una diferencia significativa (p<0.05) con 
respecto a SP-E6E7m-KDEL siendo este último el que presentaba una menor media 
aritmética del volumen tumoral. Estos resultados significaron un aumento en la 
supervivencia por la inmunización con SP-E6E7m-KDEL (90%) con respecto a lo obtenido por 
SP-E6E7m (60%) (Figura 27b). En la figura 27 (c-e) se muestran los resultados individuales 
del volumen tumoral registrado para cada murino. 
Los resultados anteriores nos indican que la inmunización con la construcción de SP-
E6E7m-KDEL es capaz de generar una respuesta antitumoral terapéutica superior a la 
obtenida por SP-E6E7m, indicando que el uso de la señal KDEL para retención en retículo 
endoplásmico es capaz de mejorar la respuesta inmune contra los antígenos enviados a 
retículo endoplásmico.  
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Figura 27. Efecto antitumoral por la inmunización con las construcciones SP-E6E7m y SP-E6E7m-KDEL. Los 
murinos recibieron el implante tumoral subcutáneo seguido de las inmunizaciones según lo descrito 
anteriormente. a) Grafica tiempo de las medias tumorales para cada tratamiento. b) Gráfica de sobrevivencia, 
donde un volumen tumoral superior a 1 500 mm3 es considerado como deceso. c-e) Gráfica de tiempo del 
volumen tumoral para cada murino de cada tratamiento. * p<0.05, SP-E6E7m-KDEL con respecto a vector 
vacío, ** p<0.05, SP-E6E7m, y p<0.01 SP-E6E7m-KDEL con respecto a vector vacío *** p<0.05, SP-E6E7m con 
respecto a SP-E6E7m-KDEL. 
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DISCUSIÓN 
 
Actualmente los estudios en cáncer se enfocan en desarrollar estrategias 
adyuvantes capaces de amplificar la respuesta inmune específica contra las células 
tumorales, las cuales representan un verdadero reto debido a los múltiples mecanismos de 
evasión que han desarrollado. Una de las herramientas que tenido gran auge es el uso de 
terapia génica para el desarrollo de vacunas de ADN, las cuales consisten en clonar el gen 
del antígeno de interés en un plásmido para ser inyectado en el organismo para su 
expresión y ser reconocido por el sistema inmune. Además, como ventajas se puede 
mencionar que dichas vacunas no requieren cadena fría para su conservación, son de 
fabricación rápida y son fáciles de escalar a nivel industrial. Para la aplicación de las vacunas 
de ADN, el uso de la biobalística representa un sistema atractivo ya que se requiere menor 
cantidad de ADN en comparación a la inmunización directa con ADN desnudo, y ésta técnica 
es más eficiente ya que su aplicación en piel estimula las células dendríticas y macrófagos 
presentes, las cuales son células presentadoras de antígenos profesionales que participan 
activamente en la respuesta inmune especifica. 
Para mejorar respuesta inmune por la vacunación se han utilizado múltiples 
estrategias como lo es la vía de administración, adyuvantes químicos o biológicos, versiones 
modificadas de antígenos, etc. Como ya hemos descrito, una estrategia es enviar los 
antígenos a retículo endoplásmico bajo la premisa que esto favorecerá su presentación por 
MHC-I favoreciendo una respuesta inmune celular capaz de eliminar las células infectadas 
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y transformadas. Para enviar antígenos hacia el retículo se ha optado por fusionarlos a 
proteínas residentes de dicho orgánulo, una de las más utilizadas y efectivas es la chaperona 
calreticulina (Kim et al. 2004; Gomez-Gutierrez et al. 2007). Posteriormente, nuestro equipo 
de trabajo planteó el simplificar dicha estrategia a través de la fusión del antígeno E7 a las 
señales de envío y retención en retículo endoplasmico (SP y KDEL, respectivamente) 
obtenidas de la calreticulina, y mediante un ensayo antitumoral profiláctico se determinó 
que es igual de efectiva l uso de la fusión de E7 con calreticulina (cCRT-E7) (Loera-Arias et 
al. 2010). 
En el presente trabajo se replanteo dicha estrategia bajo un sistema de vacunación 
con ADN así como el impacto de cada señal en el efecto antitumoral observado, por lo que 
inicialmente nos enfocamos en analizar si la estrategia propuesta funciona en dicho sistema 
mediante la comparación entre el uso hCRTE6E7m y SP-E6E7m-KDEL.  
Con la finalidad de analizar si la respuesta inmune generada era capaz de eliminar 
tumores metastásicos establecidos se optó por utilizar un modelo de implante tumoral 
intravenoso descrito en múltiples ensayos (Cheng et al. 2001; Peng et al. 2005). Los 
resultados demostraron que SP-E6E7m-KDEL presenta una reducción similar en el número 
de focos tumorales en pulmón a lo obtenido con hCRT-E6E7m. En los cortes histológicos 
para los tratamientos SP-E6E7m-KDEL, hCRT-E6E7m y cCRT-E7 se observaron disrupciones 
en el acomodo de las células tumorales así como pequeñas lesiones en pulmones que han 
sido reportadas por Amine y colaboradores como posibles sitios de regresión tumoral 
(Amine et al. 2009). Además, se detectó un infiltrado celular en los tumores, el cual por 
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características morfológicas concuerdan a la descripción de leucocitos (principalmente 
linfocitos), sin embargo, esto se detectó también en el control negativo de tratamiento por 
lo que su presencia se atribuye como posible respuesta al implante tumoral, donde su 
presencia no indica una actividad antitumoral en proceso ya que muchos tumores a pesar 
de presentar infiltrado leucocitario hay una balance de respuesta Th2 que suprime la 
respuesta inmune celular (Yamamura et al. 1993; Becker et al. 2013). Debido a esto, será 
necesario analizar a futuro que poblaciones celulares se encuentran relacionadas a estos 
tumores y si dichas poblaciones cambian con los distintos tratamientos analizados. 
Posteriormente decidimos evaluar el grado de participación de las señales SP y KDEL 
en el efecto antitumoral. Inicialmente validamos la expresión de cada construcción 
detectándose una disminución en la señal de detección para E6E7m  de las construcciones 
carentes de SP (E6E7m y  E6E7m-KDEL), dicho resultado fue reproducible en diversas 
ocasiones usando anti-E7 y anti-E6. Esto concuerda con lo reportado por Cheng y 
colaboradores, lo cuales observaron que aquellas proteínas que permanecen en citoplasma 
estan expuestas a una mayor probabilidad de degradación que aquellas que son enviadas a 
retículo endoplásmico (Cheng et al. 2001; Kim et al. 2004). 
Al analizar por microscopia confocal la inmunofluorescencia de células transfectadas 
con las construcciones de SP y/o KDEL pudimos detectar que al momento de eliminarse SP 
provocó que la señal para el antígeno se distribuyese a lo largo del citoplasma y núcleo sin 
mostrar señal alguna de colocalización con calnexina. La razón por la presencia de señal 
positiva dentro del núcleo es debido a que el antígeno aún puede ser translocado al núcleo 
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por la presencia de señales para importinas en su secuencia (Tao et al. 2003); sin embargo, 
éste no presenta potencial oncogénico por las mutaciones puntuales insertadas. Mientras 
que la señal de detección obtenida para las construcciones SP-E6E7m-KDEL y SP-E6E7m 
colocalizaba en su totalidad con la señal para calnexina, indicando así que el antígeno se 
encuentra dentro del retículo endoplásmico. Los resultados anteriores se obtuvieron 
solamente usando anti-E7, mientras que usando anti-E6 se obtenía una baja o nula 
intensidad de la señal, inclusive trabajando a diversas concentraciones de los anticuerpos y 
con distintos protocolos de fijación celular, lo anterior posiblemente se deba a que el 
epítopo era sensible a daño y la unión del anticuerpo era mínima.  
Con los resultados in vitro, detectamos la importancia de la señal SP, ya que su 
ausencia provocaba una menor presencia del antígeno en células transfectadas y que 
además se dispersaba a lo largo de la célula. En cambio, no lográbamos detectar el impacto 
de la ausencia de la señal KDEL, ya que no se logró detectar una diferencia en los niveles de 
expresión y distribución entre E6E7m y E6E7m-KDEL. 
En el análisis de ELISA para la producción de IFN-γ se detectó que hay un aumento 
en la producción por los esplenocitos del grupo SP-E6E7m y SP-E6E7m-KDEL sin detectarse 
una diferencia significativa; sin embargo, ambos son superados por el grupo cCRT-E7. Lo 
anterior se atribuye a que en esta ocasión se utilizó el vector pUMVC4a que presenta 
secuencias inmunoestimuladoras actuando sinérgicamente con los efectos inmunogénicos 
por la expresión de CRT (Cheng et al. 2001) y aumentando así la sensibilidad para el antígeno 
E7. Posteriormente, con los resultados de citometría de flujo se observó un aumento en la 
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población de linfocitos CD8+ dentro los esplenocitos estimulados con antígeno E7. Por 
anterior, se decidió extraer las células mononucleares y analizar la producción específica a 
antígeno de IFN-γ, debido a que estas células presentan un enriquecimiento de linfocitos, 
englobando así a las células efectoras y cooperadoras productoras de IFN-γ Ƌue paƌtiĐipan 
en la respuesta inmune celular específica a antígeno (Schoenborn and Wilson 2007). Para 
esto, se llevó a cabo un análisis de ELISPOT, el cual consiste en un sistema práctico para 
visualizar el número de células que liberan IFN-γ Ƌue en comparación a la citometría de 
flujo, donde la detección intracelular de vesículas IFN-γ Ŷo gaƌaŶtiza Ƌue estas fuesen a ser 
liberadas por los distintos mecanismos de regulación de la célula (Karlsson et al. 2003; 
Schoenborn and Wilson 2007). En los resultados observamos cómo SP-E6E7m-KDEL 
presenta una mayor producción IFN-γ al Đoŵpaƌaƌse ĐoŶtƌa “P-E6E7m, indicando que se da 
una mayor sensibilización específica al antígeno al utilizar la señal KDEL en conjunto con SP. 
A pesar que en el análisis de IFN-γ por ELISA y ELISPOT se observa que hay concordancia en 
los resultados obtenidos, se observa que los resultados obtenidos por ELISPOT presentan 
una mayor significancia estadística, esto podría deberse a que en dicho ensayo se utilizó 
una población más homogénea consistiendo solamente en mononucleares en los cuales 
predomina el estirpe linfoide, mientras que en los esplenocitos hay varias poblaciones que 
pudiesen dar variaciones en los resultados obtenidos. Por lo tanto, se sugiere continuar con 
repeticiones de dichos ensayos para asegurar su reproducibilidad. 
En el ensayo in vivo se corrobora nuevamente que la inmunización utilizando la 
estrategia del envío y retención en retículo endoplásmico mediante la fusión del antígeno 
a las señales SP y KDEL (SP-E6E7m-KDEL) es capaz de generar un efecto antitumoral y que 
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es similar al reportado utilizando la fusión a calreticulina completa (cCRT-E7). 
Posteriormente, nos enfocamos en analizar el grado de participación de KDEL en dicha 
respuesta comparando SP-E6E7m-KDEL contra SP-E6E7m. Para lo anterior se decidió 
realizar un análisis de ANOVA de dos vías comparando la media del volumen tumoral de 
cada día entre todos los grupos y así poder detectar cuando comienza a generarse una 
diferencia significativa entre los diversos grupos. En el ensayo profiláctico no se logró 
detectar una diferencia significativa a lo largo del ensayo debiéndose a que la inmunización 
con antígenos enviados a retículo endoplásmico es capaz de generar una respuesta inmune 
específica, lo cual ya había sido reportado por otros autores (revisión en Kovjazin and 
Carmon 2014). Por lo tanto, al inmunizar con SP-E6E7m se generó una respuesta 
antitumoral capaz afectar el implante y crecimiento tumoral. Mientras tanto, en ambos 
ensayos terapéuticos se detectó una separación entre las medias aritméticas del volumen 
tumoral de SP-E6E7m-KDEL con respecto a SP-E6E7m, siendo el último el que presentaba 
un mayor volumen tumoral. Dicha diferencia entre las medias aritméticas fue progresando 
a lo largo del ensayo a tal medida que logró detectarse una diferencia significativa (p<0.05) 
en las ultimas tomas de medida del ensayo. La razón por la que en esta ocasión se logró 
detectar una diferencia significativa se debe a que en el ensayo terapéutico se presenta el 
crecimiento activo del tumor, por lo que la velocidad y eficiencia de la generación de la 
respuesta inmune de las distintas vacunas es esencial, resultando que SP-E6E7m-KDEL es 
capaz de generar un efecto antitumoral eficiente capaz de retardar el crecimiento tumoral 
en mayor medida en comparación con SP-E6E7m. 
Por lo tanto, se detectó que SP-E6E7m es capaz de despertar una respuesta inmune 
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antitumoral implicando que el enviar el antígeno a retículo endoplásmico aumenta la 
respuesta inmune antitumoral y específica a antígeno, lo cual ya ha sido descrito y revisado 
por otros autores (Kovjazin and Carmon 2014). Sin embargo, nuestros resultados indican 
que dicha respuesta puede ser mejorada significativamente al añadirle la señal KDEL en su 
extremo carboxilo terminal. En conclusión, es necesario la fusión del antígeno a las señales 
SP y KDEL en conjunto para obtener la respuesta inmune antitumoral que es igual de 
efectiva al uso de fusión con calreticulina que hemos descrito previamente (Loera-Arias et 
al. 2010, Perez-Trujillo et al. 2016), y que han sido nuevamente corroborados en el presente 
trabajo. 
La aportación de este trabajo es el generar un conocimiento referente a estrategias 
que potencien la respuesta inmune antitumoral y específica a antígeno a través de la 
generación de mecanismos adyuvantes basados en la mejora del procesamiento de 
antígeno. Nuestro grupo de trabajo se enfoca en conseguir dicho objetivo a través del envío 
y retención de antígenos a retículo endoplásmico, que a pesar que el trabajo se desarrolle 
usando un modelo de cáncer por VPH, se espera que dicha estrategia pueda ser aplicada a 
diversos antígenos con la finalidad de aumentar su inmunogenicidad y mejorar la respuesta 
inmune específica del organismo para la generación de terapias en otros padecimientos. 
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CONCLUSIONES 
 
 La estrategia de envío y retención de antígenos en retículo endoplásmico es eficaz para 
generar una respuesta inmune específica en un esquema de vacunas de ADN. 
 
 La inmunización con la fusión del antígeno E6E7m a SP y KDEL es capaz de generar un 
efecto antitumoral similar a la fusión a calreticulina completa. 
 
 El diseño de nuestra señal de envío a RE (SP) promueve un envío eficiente del antígeno 
en retículo endoplásmico. 
 
 Es necesario el uso de la señal de retención (KDEL) en el antígeno E6E7m enviado a 
retículo endoplásmico para obtener el máximo efecto antitumoral. 
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APORTACIONES 
 
 En este trabajo se reporta por primera vez la respuesta antitumoral generada por la 
inmunización con vacunas de ADN codificantes para E6E7m fusionados a SP y KDEL para 
el envío y de retención de antígenos en retículo endoplásmico.  
 Se determinó que es necesaria la retención del antígeno E6E7m en retículo 
endoplásmico para obtener el máximo efecto antitumoral. 
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PERSPECTIVAS 
 
 Evaluación del uso de las señales SP y KDEL con otros antígenos de otros padecimientos. 
 
 Estudiar los mecanismos responsables de la mejora del efecto antitumoral.  
 
 Evaluar con el uso adyuvantes quimioatrayentes durante la inmunización para mejorar 
la respuesta inmune. 
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 ásisteŶĐia al ͞Cuƌso-Talleƌ: Coŵďate de IŶĐeŶdios͟ iŵpaƌtido poƌ la FaĐultad de MediĐiŶa, 
UANL, Junio 2015. 
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eŶdoplĄsŵiĐo͟ eŶ el  XVI CoŶgƌeso NaĐioŶal de BioteĐŶología Ǉ BioiŶgeŶieƌía oƌgaŶizado 
por la Sociedad Mexicana de Biotecnología y Bioingeniería, A.C.,  celebrado en Guadalajara, 
2015. 
 PoŶeŶĐia eŶ foƌŵato Đaƌtel del pƌoǇeĐto ͞EfeĐto aŶtituŵoƌal de uŶa ǀaĐuŶa ďasada eŶ el 
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